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Efectos del glifosato y del fosfito de manganeso sobre la biología de 
Macrophomina phaseolina. 
Alternativas de control químico 
 
Resumen: 
El hongo Macrophomina phaseolina es el agente causal de la podredumbre carbonosa 
de la base del tallo, una patología muy relevante en soja. El glifosato es el herbicida más 
utilizado en la historia de la agricultura. Existen antecedentes que demuestran que el 
glifosato reduce las defensas de las plantas. Los fosfitos (Phi) son sales derivadas del 
ácido fosforoso combinadas con diferentes cationes. Son activadores de las defensas en 
las plantas y tienen un efecto antifúngico directo, especialmente en Oomycetes. El 
presente proyecto cumplió con los objetivos de: 1) evaluar el impacto in vitro del 
glifosato, Phi Mn y su combinación, sobre el crecimiento y formación de 
microesclerocios de M. phaseolina; 2) estudiar el efecto de las aplicaciones de estos 
tratamientos sobre la severidad de la podredumbre carbonosa en soja y, 3) cuantificar 
los cambios producidos in vivo en la respuesta de las defensas de la soja a este patógeno 
frente a dichos tratamientos. El Phi de Mn presentó la menor CI50 (321 ppm), y el 
glifosato + Phi Mn generó una notable pérdida de coloración en los microesclerocios. 
También se determinó que la mezcla de glifosato + Phi Mn redujo en un 30% la 
severidad de la enfermedad. Además, el tratamiento M. phaseolina + glifosato + Phi Mn 
mostró un aumento significativo de la expresión de las enzimas antioxidantes y de 
defensa. Se concluyó que los efectos asociativos del glifosato y el Phi Mn fueron 
significativos, tanto en su efecto in vitro sobre los microesclerocios, como en la 
reducción de la severidad de la enfermedad, y en la inducción de las enzimas 
antioxidantes y de defensa en plantas de soja RR. Este es el primer estudio realizado 
sobre el Phi Mn, el glifosato, la mezcla de ambos y sus efectos sobre la podredumbre 
carbonosa en soja RR. 
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Abstract:  
The fungus Macrophomina phaseolina is the causal agent of charcoal rot, a very 
important pathology in soybean. Glyphosate is the most widely used herbicide in the 
history of agriculture. There are precedents that show that glyphosate reduces plant 
defense. Phosphites (Phi) are salts derived from phosphorous acid combined with 
different cations. They activate defense in plants and have a direct antifungal effect, 
especially on Oomycetes. The main objectives of this project were: 1) to evaluate the 
impact of glyphosate, Mn Phi, and their combination, in vitro on M. phaseolina`s 
mycelial growth and microesclerotia; 2) to study the in vivo application effects of these 
treatments on the severity of charcoal rot in soybean, and 3) to quantify the changes 
produced by such treatments in enzymatic defense in vivo against this pathogen. The 
Mn Phi had the lowest IC50, and glyphosate + Mn Phi generated a significant decrease 
of microsclerotia pigmentation. It was also found that the mixture of glyphosate + Mn 
Phi significantly reduced disease severity. Furthermore, treatment M. phaseolina + 
glyphosate + Mn Phi showed a significant increase in the expression of antioxidant 
enzymes and defense. It was concluded that the associative effects of glyphosate and 
Mn Phi were significant in its effect in vitro on microsclerotia, as in reducing the 
severity of the disease and in the induction of antioxidant enzymes and defense in RR 
soybean. This is the first study that analyzes the effects of Mn Phi, glyphosate and the 
mixture of both on RR soybean charcoal rot. 
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1.1- INTRODUCCIÓN 
1.1.1- Macrophomina phaseolina, un hongo habitante del suelo 
Entre los factores que limitan la producción y calidad de las semillas de soja (Glycine 
max L.) se destacan las enfermedades fúngicas (Hartman et al., 1999; Chawla et al., 
2013). 
El hongo Macrophomina phaseolina (Tassi) Goidanich es un fitopatógeno, saprófito 
facultativo que sobrevive en el suelo mediante la formación de microesclerocios 
(Shaner et al., 1999; Chamorro et al., 2015). Este patógeno también persiste en restos de 
plantas infectadas y semillas, los que, junto con los microesclerocios, actúan como 
fuente primaria de inóculo (Pérez Brandan et al., 2009; Carmona et al., 2009). Es el 
agente causal de la podredumbre carbonosa de la base del tallo, una patología mundial 
que afecta a la soja y a otros cultivos agrícolas y forestales (Gupta et al., 2012). La 
enfermedad puede aparecer en cualquier estado fenológico del cultivo y su aparición 
causa elevados porcentajes de plantas muertas en los lotes, registrándose daños en el 
rendimiento debidos a su ataque de entre el 60 y el 93% (Pérez Brandan et al., 2009). 
 Los síntomas de la enfermedad varían dependiendo del momento del año en el cual la 
planta se infecta, del potencial de inóculo, virulencia de la cepa, susceptibilidad del 
hospedante y condiciones ambientales y edáficas (Ploper et al., 2001). En soja, genera 
maduración temprana, clorosis y llenado incompleto de las vainas (Partridge, 2005). En 
las plántulas se observan lesiones irregulares en la base de los cotiledones, con 
decoloración castaña rojiza (Fig. 1.1 (A)), oscureciéndose posteriormente, las que se 
extienden por el tallo causando estrangulamiento y muerte. 
Se genera una pudrición marrón a marrón oscuro. En plantas adultas causa la 
obstrucción del sistema vascular por la producción de microesclerocios de color negro a 
gris, debajo de la corteza y en la médula (Fig. 1.1 (B)), llevando al marchitamiento y 
muerte de las plantas. En esta etapa se observan lesiones negruzco-grisáceas en la base 
de los tallos (Fig. 1.1 (C)), muchas veces con líneas oscuras en la médula (Pérez 
Brandan et al., 2009; Carmona et al., 2009).  
Las condiciones ambientales predisponentes para el establecimiento de esta enfermedad 
son altas temperaturas y sequías, imperantes en regiones con climas tropicales y 
subtropicales. La temperatura óptima para el desarrollo del hongo se ubica en el rango 
de los 28 a 35°C (Pérez Brandan et al., 2009; Carmona et al., 2009). 
Este patógeno, puede infectar la raíz y la parte inferior del tallo de más de 500 especies 
de plantas (Valiente et al., 2008). De todos los hongos que afectan las raíces de la planta 
de soja, M. phaseolina merece la mayor atención, debido a que la enfermedad que causa 
está incrementándose sostenidamente, independientemente del manejo o rotación 
agrícola utilizada. Por ello, se espera un crecimiento continuado de la importancia de 
este patógeno en la mayoría de los países productores de soja (Carmona y Reis, 2012). 
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Figura 1.1 Distintas etapas de la podredumbre carbonosa en plantas de soja. Plántula atacada por M. phaseolina (A); microesclerocios de M. phaseolina en raíces (B); lesiones causadas por M. 
phaseolina en la base del tallo (C). 
(A) 
 
(B) (C) 
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La problemática del manejo del patógeno radica en varios puntos. En primer lugar, no 
existen cultivares de soja con niveles adecuados de resistencia genética al mismo 
(Gopalakrishnan et al., 2011). Por otra parte, los fungicidas utilizados para controlar 
este hongo se ven limitados al tratamiento de semilla y/o de suelo (Gupta et al., 2012). 
Esto se debe a que los fungicidas de aplicación foliar no se traslocan hacia las raíces 
(Gisi et al., 2002), donde ataca M. phaseolina. Asimismo, la formación de 
microesclerocios le permite sobrevivir y multiplicarse en residuos de cosecha o vivir 
saprofíticamente en materia orgánica en descomposición (Pearson et al., 1984). Estas 
estructuras de resistencia, permanecen libres en el suelo conforme los residuos se 
descomponen pudiendo mantenerse viables por más de cuatro años (Gill–Langarica y 
Mayek-Pérez, 2008).  
Estas características, sumadas a los hábitos polífagos del hongo obstaculizan su manejo 
mediante rotación de cultivos (Almeida et al., 2002). 
 
1.1.2- El glifosato y su relación con las enfermedades 
Desde su introducción en 1996, la soja resistente al glifosato (RR) ha sido adoptada 
masivamente por los agricultores (Carpenter y Gianessi, 1999). En Argentina, la tasa de 
adopción de estos materiales fue similar a la de los maíces híbridos en Estados Unidos 
en la década de 1930 (Trigo, 2011). 
Existen varios factores que contribuyeron a la adopción de esta tecnología. Uno de los 
principales es que los programas de manejo de malezas en cultivos resistentes al 
glifosato han aportado un control de malezas muy eficaz, a bajo costo, simplificando 
decisiones de manejo de herbicidas, y generando productos de cosecha más limpios 
(Johal y Huber, 2009). Por otra parte, la posibilidad de aplicar este herbicida en post-
emergencia ha contribuido al uso de prácticas de labranza conservacionistas o labranza 
cero; permitiendo aprovechar las ventajas que éstas suponen. Asimismo, la ventana de 
aplicación del glifosato es más amplia que la de otros herbicidas post-emergentes 
utilizados anteriormente en cultivos de soja (Carpenter y Gianessi, 1999). 
El escenario descripto hizo que el glifosato, N-(fosfonometil) glicina, se convierta en el 
herbicida más ampliamente utilizado en la historia de la agricultura (Johal y Huber, 
2009). Actualmente se utilizan en el mundo 2000 millones de litros de este herbicida 
por año y nuestro país posee el 8,5% de este consumo (Vera, 2011). 
Más allá de las ventajas que se obtienen del uso del glifosato, éste también puede 
conllevar efectos no deseados (Johal y Huber, 2009). Además de la aparición de 
malezas resistentes (Powles, 2008), se ha informado que muchos herbicidas, incluído el 
glifosato, influencian la disponibilidad de nutrientes en el suelo (Evans et al., 2007; 
Huber et al., 2004, 2005). Esto puede incrementar algunas enfermedades específicas de 
las plantas, como el síndrome de muerte súbita causado por Fusarium solani f. sp. 
glycines en soja (Altman y Campbell, 1977; Mekwatanakarn y Sivasithamparam, 1987 
Hornby et al., 1998; Sanogo et al., 2000).   
El glifosato es uno de los herbicidas que impacta en las comunidades microbianas que 
habitan el suelo (Conde, 2011). Se observaron cambios transitorios en variables 
microbiológicas tales como el carbono de la biomasa microbiana y la respiración 
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edáfica en suelos cultivados con soja tratada con glifosato (Bozzo, 2010). Asimismo, 
existen reportes que indican que este herbicida genera una merma en la población de 
microorganismos reductores de Mn (Johal y Huber, 2009). Los micronutrientes son 
activadores o inhibidores de muchas funciones fisiológicas críticas. Por lo tanto, una 
deficiencia o cambio en la disponibilidad de estos elementos regulatorios podría afectar 
el crecimiento y resistencia de la planta a enfermedades y plagas (Datnoff et al., 2007).  
El glifosato es un fuerte quelante sistémico. Su acción herbicida se basa en ligarse con 
Mn, un cofactor de la enzima 5-enolpiruvilshikimato-fosfato sintasa (EPSPS) en la vía 
metabólica del shikimato, para inhibir este camino metabólico tanto en plantas como en 
microorganismos. Bloquea la síntesis de aminoácidos aromáticos esenciales precursores 
de otros compuestos aromáticos críticos, incluyendo reguladores del crecimiento y 
fitoalexinas, suprimiendo los mecanismos de defensa contra patógenos (Duke et al., 
2003).  
Según Johal y Huber (2009), la predisposición de las plantas a la infección por 
microorganismos debida al uso extensivo del glifosato es un factor significativo en el 
aumento de la severidad o “reemergencia” de enfermedades que alguna vez se 
consideraron eficazmente manejadas. Se ha demostrado que dicho herbicida aumenta la 
predisposición a enfermedades específicas causadas por patógenos tales como 
Corynespora cassiicola (Berk. y Curt.), Fusarium tucumaniae (T. Aoki, O´Donnell, 
Yos. Homma y Lattanzi), Rhizoctonia solani Kuhn, Fusarium virguliforme (O´Donnell 
y T. Aoki), y Fusarium oxysporum Schlecht. f. sp. betae, entre otros (Huber et al., 2005; 
Johal y Huber, 2009; Larson et al., 2006).   
1.1.3- El sistema de defensa de las plantas 
Las plantas poseen un complejo sistema de defensa enzimático y no enzimático. A nivel 
celular, todos los estreses se manifiestan como un daño oxidativo que altera las 
funciones metabólicas principales para el crecimiento de las plantas y por ende su 
productividad (Scandalios, 2002). Las ROS (especies reactivas del oxígeno), 
responsables de ese daño oxidativo, se producen en todos los organismos aeróbicos y, 
normalmente, existen dentro de las células en balance con las moléculas antioxidantes. 
Algunas proteínas antioxidantes como la catalasa (CAT), están relacionadas con el 
estado redox e intervienen en los procesos de muerte y proliferación celular. Además las 
ROS pueden participar en la activación o silenciamiento de genes y de factores de 
transcripción que llevan a la inducción de enzimas de defensa y de proteínas 
estructurales (Laloi et al., 2004; Thorpe et al., 2004). 
La producción de dichas enzimas de defensa, debido a un estrés o a la invasión de un 
microorganismo extraño, puede desencadenar mecanismos de resistencia en la planta. 
Existen dos tipos de resistencia: la Resistencia Sistémica Adquirida y la Resistencia 
Sistémica Inducida. Ambos tipos de resistencia son efectivas contra un amplio espectro 
de patógenos y su efecto es a largo plazo (Moffat, 1992). 
Se llama Resistencia Sistémica Adquirida (SAR) a aquella que se genera cuando la 
planta es víctima de un primer patógeno infectante o algún daño causado por factores 
abióticos que estimula la expresión de reacciones de resistencia contra patógenos o 
daños subsecuentes (Camarena Gutiérrez y de la Torre-Almaráz, 2007). En este tipo de 
resistencia el ácido salicílico (SA) cumple una función clave: es necesaria su 
acumulación para que se produzca la SAR (Pieterse et al., 2009).  
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Luego de la formación de una lesión necrótica, ya sea como parte de una respuesta de 
hipersensibilidad (HR) o como un síntoma de una enfermedad, la vía metabólica de la 
SAR es activada. La activación de la SAR resulta en el desarrollo de una resistencia 
sistémica de amplio espectro (Durrant y Dong, 2004). La secuencia de eventos que 
permiten la respuesta sistémica comienza localmente; es decir, en las células adyacentes 
a la HR. Se observa el engrosamiento de las paredes celulares por incorporación de 
proteínas estructurales o lignina, deposición de calosa y la inducción de la síntesis de 
fitoalexinas (Camarena Gutiérrez y de la Torre-Almaráz, 2007) 
En general, el aumento de la resistencia de la planta se debe a la inducción de genes de 
síntesis de proteínas relacionadas con la patogénesis (PRP) y acumulación de 
fitoalexinas (Durrant y Dong, 2004; Carmona y Sautua, 2011).  
La Resistencia Sistémica Inducida (ISR), en cambio, es provocada por rizobacterias 
promotoras del crecimiento (PGPR) (van Loon, 2000). Las bacterias PGPR mejor 
caracterizadas son las cepas de varias especies de Pseudomonas que no causan daños 
visibles en el sistema de raíces de las plantas (Bakker et al., 2007). La ISR no causa la 
acumulación de PRP ni acumulación de SA, sino que utiliza vías reguladas por el ácido 
jasmónico y el etileno (JA/ET) (Valland y Goodman, 2004). 
 
1.1.4- Fosfitos: su relación con los patógenos y las defensas de las plantas 
Los fosfitos (Phi) son sales derivadas del ácido fosforoso (H3PO3) combinadas con 
diferentes cationes (Mn2+, K+, Cu2+, etc.). Su uso actual en la agricultura se basa en 
evidencias que indican que son activadores de las defensas de las plantas y que tienen 
un efecto antifúngico directo sobre algunos patógenos (McDonald et al., 2001). 
Según Guest y Bompeix (1990), los Phi poseen tanto un efecto directo como indirecto al 
actuar como biopesticidas en las plantas. Los efectos directos que se han podido 
observar en Oomycetes incluyen: inhibición del crecimiento del micelio, cambios en la 
composición de la superficie micelial, entre otros (Guest y Bompeix, 1990; Guest y 
Grant, 1991). También existe evidencia de dicha acción antifúgica directa sobre algunos 
patógenos no pertenecientes al orden de los Oomycetes en el cultivo de papa, como 
Streptomyces scabies (Lambert y Loria), Rhizoctonia solani y Fusarium solani (Lobato 
et al., 2010). Los efectos indirectos causados por los Phi, tienen que ver con la 
activación de las respuestas de defensa en la planta (Guest y Bompeix 1990; Andreu, 
2006; Lobato et al., 2008). 
Los Phi son los únicos compuestos químicos antifúngicos sistémicos de rápida 
absorción que además de movilizarse por el xilema, lo hacen a través del floema (Reis 
et al., 2010). Esto posibilita la translocación de los mismos desde las hojas hasta las 
raíces. Contar con una alternativa química complementaria de enfermedades de raíz y 
tallo mediante pulverizaciones foliares (Ravotti et al., 2012; Ravotti, 2012) resultaría 
esencial para el control de patógenos habitantes de suelo, tales como M. phaseolina. 
En nuestro país, se han llevado a cabo estudios con importantes resultados sobre estos 
compuestos en relación al manejo de enfermedades de fin de ciclo (EFC) en soja 
(Carmona y Sautua, 2011).  Entre los años 2005 a 2014, experimentos realizados con 
Phi demostraron que su uso reduce la severidad de las EFC aumentando el rendimiento 
entre 2,1 a 2,7 qq/ha (Carmona et al., 2006; Tula, 2013; Kistner, 2013; Ibarra, 2014). 
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Resultados similares fueron obtenidos al utilizar Phi Mn en combinación con bacterias 
PGPR como tratamiento de semillas de soja para el control de la podredumbre 
carbonosa (Simonetti et al., 2015). Sin embargo, el potencial uso de estos compuestos 
fitoestimulantes como práctica de manejo, aún no ha sido del todo explorado. 
1.1.5- Contexto actual 
El avance de la frontera agrícola junto con la adopción masiva del paquete tecnológico: 
soja RR, glifosato y siembra directa, han llevado a un aumento del uso de dicho 
herbicida (Díaz Rönner, 2005). Adicionalmente, el bajo precio del glifosato, sumado a 
la aparición de casos de resistencia al mismo, han hecho que actualmente se apliquen 
dosis mucho mayores a las recomendadas y/o en varios momentos fenológicos del 
cultivo (Benbrook, 2012). En este contexto, se vuelve interesante estudiar el impacto 
que el herbicida glifosato pueda tener sobre la susceptibilidad de la soja RR a 
enfermedades de importancia económica tales como la podredumbre carbonosa. 
En este sentido, resulta relevante investigar si siendo los Phi compuestos 
fitoestimulantes; su aplicación podría contrarrestar la vulnerabilidad supuestamente 
generada por el glifosato en el cultivo de soja al ataque de M. phaseolina.  
De acuerdo con la bibliografía nacional e internacional consultada, no existen 
antecedentes relacionados con el uso de Phi Mn como alternativa de manejo para M. 
phaseolina en soja RR y como contraposición a la supuesta reducción de las defensas 
por parte del glifosato.  
En la actualidad, existe un incremento en la aplicación de productos químicos para el 
manejo de adversidades fitosanitarias. Por este motivo, es importante investigar 
alternativas de control de enfermedades de baja toxicidad que aseguren los rendimientos 
del cultivo y sean amigables con el medio ambiente, contribuyendo a la sustentabilidad 
del agrosistema. Dentro de estas alternativas de manejo, el uso de inductores de la 
resistencia o bioestimulantes tales como los Phi, podría constituir una valiosa estrategia. 
También resulta de interés definir el rol del glifosato en el desarrollo de enfermedades 
radiculares y las alternativas para contrarrestar su impacto. 
 
1.2- OBJETIVOS 
1.2.1- Objetivo general 
El objetivo general de esta tesis fue estudiar las implicancias de la aplicación de Phi Mn, 
glifosato y la mezcla de ambos compuestos, sobre la predisposición a enfermedades y 
cambios en los parámetros del estrés oxidativo y de las defensas enzimáticas para la 
podredumbre carbonosa causada por M. phaseolina, en plantas de soja RR. 
1.2.2- Objetivos particulares 
1) Evaluar el efecto in vitro de distintas concentraciones de glifosato, Phi Mn y 
glifosato + Phi Mn, sobre el crecimiento micelial y microesclerocios de M. 
phaseolina. 
2) Estudiar el efecto de la aplicación de glifosato, Phi Mn y la mezcla de glifosato 
con Phi Mn sobre la severidad radicular de la podredumbre carbonosa, en plantas 
de soja RR.  
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3) Analizar el efecto de la aplicación del Phi Mn, glifosato y la mezcla de glifosato 
con Phi Mn sobre los cambios producidos en el estado oxidativo, y en las enzimas 
antioxidantes y de defensa en soja RR inoculada con M. phaseolina.  
1.3- HIPÓTESIS 
1) El glifosato en aplicaciones directas in vitro no afecta el crecimiento micelial de 
M. phaseolina, ni sus microesclerocios.  
2) Las concentraciones crecientes de Phi Mn in vitro impactan negativamente en el 
crecimiento y en los microesclerocios de M. phaseolina. 
3) La aplicación de glifosato en conjunto con Phi Mn genera un impacto negativo 
sobre el crecimiento micelial y los microesclerocios de M. phaseolina.  
4) La aplicación de glifosato in vivo provoca un aumento en la severidad de la 
podredumbre carbonosa. 
5)  La aplicación de Phi Mn sólo, reduce la severidad de la enfermedad en las raíces. 
6) La mezcla de glifosato con Phi Mn genera una reducción de la severidad de la 
enfermedad comparada con aquellas plantas enfermas tratadas con glifosato. 
7) La aplicación de glifosato sobre plantas de soja RR, disminuye la actividad de las 
enzimas relacionadas con las defensas. Asimismo, es probable que se observe un 
aumento de los parámetros relacionados con el estrés.      
8) El Phi Mn reduce el estrés oxidativo de las células de la planta y estimula la 
actividad de ciertas enzimas de defensa, en especial aquellas que provengan de rutas 
metabólicas reguladas por Mn. 
9) La aplicación de glifosato en conjunto con el Phi Mn disminuye los parámetros 
relacionados con el estrés oxidativo e incrementa la actividad de las enzimas 
antioxidantes y de defensa de la planta, en comparación con el tratamiento de 
glifosato sólo.    
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2.1- INTRODUCCIÓN 
La toxicidad de una molécula frente a un determinado patógeno, se mide mediante 
parámetros tales como la CI50 (concentración que inhibe el 50% del crecimiento 
micelial y germinación de esporas) (Sharvelle, 1961; Torgeson, 1967; Edgington et al., 
1971; Reis et al., 2010; Reis et al., 2015). La CI50 es específica y constante para un 
agente químico particular y para un patógeno determinado. Un valor de CI50 bajo 
representa una alta acción fungicida (“potencia” fungicida), con una baja concentración 
de sustancia química (Reis et al., 2010; Tonin et al., 2013). 
Según el Comité de Acción de Resistencia a Fungicidas (Fungicide Resistance Action 
Comitee, FRAC 2014; http://www.frac.info/resistance-overview), el monitoreo de la 
sensibilidad de un hongo al fungicida es importante para maximizar su eficiencia de 
control. En el caso de M. phaseolina, también cobra relevancia el efecto que las 
sustancias fungitóxicas puedan tener sobre su principal fuente de inóculo: los 
microesclerocios. 
Las paredes externas de los microesclerocios de M. phaseolina están formadas por un 
conjunto de hifas entrelazadas, las cuales presentan gruesas paredes celulares que las 
hacen especialmente resistentes a la desecación. Esta capa posee una coloración oscura 
debido a la acumulación de melanina en las paredes de las hifas externas (Espinosa de 
los Monteros, 2006). Estos pigmentos no son esenciales para el crecimiento y el 
desarrollo del patógeno, pero mejoran la supervivencia y las habilidades competitivas de 
las especies en ciertos ambientes (Bell y Wheeler, 1986).  
Si bien los Phi han demostrado generar efectos perjudiciales en los patógenos tales 
como la inhibición del crecimiento micelial, cambios metabólicos, supresión de la 
germinación y esporulación (Cohen y Coffey, 1986; Garbelotto et al., 2009); no existen 
reportes de su impacto sobre estructuras de resistencia como los esclerocios.  
En el caso del glifosato, la mayor parte de los estudios que examinan el efecto de este 
herbicida sobre el desarrollo de las enfermedades de la soja se han llevado a cabo a 
campo y en invernáculo (Anderson y Kolmer, 2005; Feng et al., 2005).  
Algo similar ocurre con la combinación de glifosato y Phi Mn. Las pocas 
investigaciones efectuadas sobre esta mezcla se centran en los problemas de 
fitotoxicidad y el rendimiento de los cultivos a campo (Ferraris y Couretot, 2012; 
Gomes et al., 2013) y no evalúan su toxicidad frente a patógenos in vitro. 
Edgington et al. (1971) propusieron el siguiente criterio para clasificar una sustancia 
fungicida de acuerdo a su fungitoxicidad: aquellas sustancias que presentan una CI50  
menor a 1 son altamente fungitóxicas; aquellos compuestos que poseen una CI50 entre 1 
y 50 ppm son moderadamente fungitóxicos; y, finalmente, las sustancias cuya CI50 es 
mayor a 50 ppm resultan no tóxicas (Tonin et al., 2013).  
En este capítulo, se examinó el efecto directo que poseen el glifosato, el Phi Mn y el 
glifosato + Phi Mn sobre el crecimiento y desarrollo del hongo M. phaseolina in vitro, y 
su impacto sobre sus estructuras de supervivencia. De esta manera, se cumple con el 
objetivo específico 1. 
42 
 
2.2- MATERIALES Y MÉTODOS 
 Se llevaron a cabo tres experiencias in vitro en el laboratorio de la Cátedra de 
fitopatología de la Facultad de Agronomía (UBA). La metodología utilizada fue una 
adaptación de la aplicada por Ravotti (2012) y Ravotti et al. (2012). 
En un primer experimento, se utilizaron concentraciones variables del producto 
“UltraMn” (P2O5: 40%, ver apéndice) comercializado por Spraytec S.R.L.  
Los tratamientos consistieron en distintas concentraciones de Phi en medio de cultivo 
agar papa glucosado (APG): 
- Control (0 ppm de PhiMn – sólo APG) 
- 100 ppm de Phi Mn  
- 200 ppm de Phi Mn  
- 300 ppm de Phi Mn  
- 400 ppm de Phi Mn  
- 500 ppm de Phi Mn  
-  800 ppm de Phi Mn  
- 1000 ppm de Phi Mn  
Primeramente, se confeccionó una dilución 1:10 del producto que contiene Phi Mn. 
Luego, en cámara de flujo, se esterilizó esta solución mediante un filtro para jeringa 
estéril de 0,20 μm. Más tarde, se colocaron 22 ml de APG en placas de petri estériles y 
con una micropipeta se agregó la solución del fitoestimulante. Una vez solidificado el 
medio de cultivo con el formulado, se sembró un disco de agar de 6 mm del patógeno 
M. phaseolina en cada una de las placas. Se utilizó un aislamiento de M. phaseolina 
obtenido a partir de plantas de soja infectadas provenientes de la región pampeana, que 
mostraban síntomas típicos de la enfermedad. El aislamiento se realizó según técnicas 
fitopatológicas de rutina.  
Se confeccionaron 3 cajas de petri (réplicas) por tratamiento. Las placas inoculadas se 
incubaron en oscuridad en cámara de cultivo a 28ºC. El crecimiento en diámetro del 
hongo se registró 4 días después de incubación (Ravotti, 2012; Ravotti et al., 2012). 
Finalizado ese tiempo, se midió el diámetro micelial del patógeno. Además, se 
registraron los cambios de coloración y morfología de los microesclerocios mediante 
fotografías en microscopio. Para distinguir las diferencias en la coloración se utilizó el 
sistema de zonas propuesto por Adams y Baker (1981). Este método se basa en una 
escala que abarca los tonos existentes entre el blanco y el negro. Lo que se hace es 
dividir ese espectro en una serie de zonas más fáciles de distinguir por el ojo humano 
(Fig. 2.1). La distancia de una zona a otra representa un paso en el tiempo de exposición 
a la luz (Adams y Baker, 1981).  
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Figura 2.1 Sistema de zonas de la escala de grises (Adams y Baker, 1981) utilizado para determinar las diferencias de 
coloración en los microesclerocios de M. phaseolina para los distintos tratamientos. La escala divide las tonalidades 
entre el blanco y el negro en zonas fáciles de distinguir por el ojo humano. 
 
 La escala también divide a las tonalidades entre el blanco y el negro, en grupos (Fig. 
2.1) (Adams y Baker, 1981):  
 Grupo de valores bajos: zonas 0 – I – II – III 
 Grupo de valores medios: zonas IV – V – VI 
 Grupo de valores altos: zonas VII – VIII – IX – X 
 
Por otro lado, se probó el impacto del glifosato sobre el patógeno. Se utilizaron 
diferentes concentraciones de glifosato, equivalente ácido 48%, cuya composición se 
detalla en el apéndice. 
Los tratamientos consistieron en: 
-  Control (0 ppm i.a. glifosato) 
- 20 ppm i.a glifosato 
 - 60 ppm i.a glifosato  
- 100 ppm i.a glifosato 
- 140 ppm i.a glifosato 
           medio texturizado 
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- 280 ppm i.a glifosato 
- 560 ppm i.a glifosato 
- 1120 ppm i.a. glifosato 
 
de acuerdo a Conde (2011) y a experimentos preliminares. Se trabajó con una solución 
madre de glifosato en agua destilada (ver apéndice) y se utilizó la metodología descripta 
anteriormente.  
También se probaron diferentes concentraciones de glifosato en mezcla con Phi Mn. 
Para ello se preparó una solución madre de la mezcla, consistente en 188 μl de Phi Mn y 
2,34 ml de glifosato en 50 ml de agua destilada. Las dosis de la mezcla fueron: 
- 20 ppm 
- 60 ppm 
- 100 ppm 
- 200 ppm  
- 300 ppm 
- 400 ppm 
- 500 ppm 
- 800 ppm 
- 1000 ppm 
 
En este caso, al igual que en los anteriores, se hicieron 3 réplicas (cajas de petri) de cada 
tratamiento.  
Todos los experimentos se repitieron 2 veces. 
Finalmente, se calculó la CI50 y 95 CI95 para el Phi Mn, para el glifosato y para la 
mezcla de ambos. Los resultados se analizaron mediante regresiones no lineales del 
porcentaje de control del hongo en función de las dosis de los distintos activos 
probados. Se utilizó un modelo logístico. Luego, las CI de los distintos ingredientes 
activos se compararon mediante t de student (α=0,05). 
2.3- RESULTADOS 
El Phi Mn presentó la menor CI50 (Fig. 2.2), distinguiéndose significativamente del 
tratamiento mezcla glifosato + Phi Mn pero no del tratamiento con glifosato. En la 
Figura 2.3 se puede observar el impacto del Phi Mn sobre el desarrollo del patógeno. 
El tratamiento de glifosato se ubicó en un estrato intermedio, con una CI50 de 379 ppm 
(Fig. 2.2) y no mostró diferencias con los demás tratamientos. El efecto del glifosato 
sobre el hongo in vitro está representado en la Figura 2.4. 
Finalmente, la mezcla de glifosato + Phi Mn fue menos efectiva que el Phi Mn (p<0,05) 
para el control de M. phaseolina (Fig. 2.2; Fig. 2.5). 
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Con respecto a la CI95, la tendencia se mantuvo, pero no se observaron diferencias 
estadísticamente relevantes entre tratamientos (Fig. 2.2). 
De acuerdo a los resultados obtenidos y según la clasificación de Edgington et al. 
(1971), surge que los tratamientos probados no son tóxicos para M. phaseolina. 
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Figura 2.2 Concentración inhibitoria 50 (CI50) y concentración inhibitoria 95 (CI95) promedio de M. phaseolina para 
los tratamientos glifosato, Phi Mn y glifosato + Phi Mn. Las barras sobre las columnas indican la desviación estándar 
de las medias. Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05). Letras mayúsculas: CI50; letras 
minúsculas: CI95. 
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Figura 2.3 Desarrollo in vitro del patógeno M. phaseolina en medio de cultivo APG mezclado con distintas concentraciones de Phi Mn (ppm), al 4to día de incubación en oscuridad a 
28ºC. 
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Figura 2.4 Desarrollo in vitro del patógeno M. phaseolina en medio de cultivo APG mezclado con distintas concentraciones de glifosato (ppm), al 4to día de incubación en oscuridad a 
28ºC.  
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Figura 2.5 Desarrollo in vitro del patógeno M. phaseolina en medio de cultivo APG mezclado con distintas concentraciones de glifosato + Phi Mn (ppm), al 4to día de incubación en 
oscuridad a 28ºC.  
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A pesar de lo observado para las CI50, al analizar el efecto de los ingredientes activos 
sobre las estructuras de resistencia del patógeno, la tendencia percibida anteriormente 
entre los tratamientos, se modifica.  
La mezcla de glifosato + Phi Mn a tan sólo 100 ppm pareciera haber generado una 
pérdida de melanina, ya que los esclerocios se aprecian más claros en comparación con 
los demás tratamientos (Fig. 2.6 y 2.7, (D)). De acuerdo al sistema de zonas (Adams y 
Baker, 1981) (Fig. 2.1) los microesclerocios de la fotografía testigo (Fig. 2.6 y 2.7, (A)) 
presentaron una tonalidad que coincide con la zona I (cercano a negro) (Fig. 2.1). Por 
otro lado, los microesclerocios tratados con la mezcla de glifosato + Phi Mn (Fig. 2.6 y 
2.7, (D)) se situaron en la zona V (gris intermedio) (Fig. 2.1). Por lo tanto, el 
tratamiento testigo se ubicó, de acuerdo a Adams y Baker (1981), dentro del “grupo de 
valores bajos” (zonas 0, I, II y III) y la mezcla de glifosato + Phi Mn en el “grupo de 
valores medios” (zonas IV, V y VI). Esto significa que hubo una diferencia sustancial 
en la coloración de las estructuras de resistencia entre los tratamientos mencionados. 
Los microesclerocios del patógeno provenientes del tratamiento con glifosato (Fig. 2.6 y 
2.7, (B)) presentaron una coloración correspondiente a la zona II (Fig. 2.1), mientras 
que aquellos tratados con Phi Mn sólo (Fig. 2.6 y 2.7, (C)), se adecuaron a la zona III 
(Fig. 2.1). No obstante, estos dos tratamientos, se encuentran en el mismo grupo de 
tonalidades que el tratamiento testigo “valores bajos”. El único tratamiento que se 
diferenció del resto en forma relevante fue la combinación de glifosato + Phi Mn, que se 
ubicó en otro grupo (“valores medios”). 
A una dosis de 300 ppm, el tratamiento Phi Mn también comenzó a generar una pérdida 
de melanina en los microesclerocios (Fig. 2.8, (C)), ubicándose en la zona IV, “gris 
oscuro con textura” (Fig. 2.1) (Adams y Baker, 1981). Mientras que el tratamiento de 
glifosato + Phi Mn presentó esclerocios aún más claros que a una dosis de 100 ppm 
(Fig. 2.8 (D)), con una tonalidad cercana a la zona VI “gris claro medio texturizado” 
(Fig. 2.1). El glifosato se mantuvo en la zona II para esta dosis, sin observarse cambios 
en las estructuras de resistencia del patógeno (Fig. 2.8 (B)). 
De esta manera, a 300 ppm, los tratamientos testigo y glifosato quedaron situados en el 
“grupo de valores bajos” (zonas 0, I, II y III) y el Phi Mn y la mezcla de glifosato + Phi 
Mn en el “grupo de valores intermedios” (zonas IV, V y VI). Es decir que, al aumentar 
la dosis, el Phi Mn tiende a separarse del testigo y del glifosato y a parecerse más al 
efecto de la mezcla, aunque la diferencia entre éstos últimos es muy notable.  
A 500 ppm prácticamente no hay formación de microesclerocios para los tratamientos 
Phi Mn y glifosato (por separado). Para la mezcla, a partir de las 400 ppm la formación 
de microesclerocios fue despreciable. 
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Figura 2.6 Microesclerocios de M. phaseolina creciendo en medio de cultivo APG sólo (A) y con 100 ppm de: glifosato (B), Phi Mn (C) o glifosato + Phi Mn (D). Fotografías tomadas en 
microscopio óptico a 10X, luego de 4 días de incubación en oscuridad a 28ºC. 
          glifosato Phi Mn glifosato + Phi Mn Testigo 
(A) (B) (C) (D) 
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Figura 2.7 Microesclerocios de M. phaseolina creciendo en medio de cultivo APG sólo (A) y con 100 ppm de: glifosato (B), Phi Mn (C) y glifosato + Phi Mn (D). Fotografías tomadas en 
microscopio óptico a 40X, luego de 4 días de incubación en oscuridad a 28ºC. 
glifosato Phi Mn glifosato + Phi Mn Testigo 
(A) (B) (C) (D) 
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Figura 2.8 Microesclerocios de M. phaseolina creciendo en medio de cultivo APG sólo (A) y con 300 ppm de: glifosato (B), Phi Mn (C) y glifosato + Phi Mn (D). Fotografías tomadas en 
microscopio óptico a 40X, luego de 4 días de incubación en oscuridad a 28ºC. 
 
glifosato Phi Mn glifosato + Phi Mn Testigo 
(A) (B) (C) (D) 
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2.4- DISCUSIÓN 
Las alteraciones en el desarrollo de M. phaseolina in vitro observadas para el 
tratamiento de glifosato sólo, coinciden con lo informado por Mengistu et al. (2013). 
Sin embargo, no existen antecedentes de los efectos del herbicida sobre los 
microesclerocios del patógeno. En esta tesis, los cambios observados en la coloración de 
las estructuras de resistencia del hongo sometido al herbicida fueron mínimos con 
respecto al testigo (Zona II vs Zona I, Adams y Baker, 1981). En consecuencia, se 
rechaza la primera parte de la hipótesis 1 (el glifosato en aplicaciones directas in vitro 
no afecta el crecimiento micelial de M. phaseolina) y se acepta la segunda parte (el 
glifosato no afecta los microesclerocios del hongo). 
El Phi Mn presentó el mayor efecto fungitóxico, con la menor CI50 para el patógeno en 
estudio. Lo que sería un indicio de que estos compuestos no sólo presentan efectos 
Oomyceticidas, sino también fungicidas. Lobato et al. (2010) también encontraron 
efectos perjudiciales de los Phi en hongos verdaderos en papa. 
Si bien, de acuerdo a la clasificación descripta por Edgington et al. (1971) y a las CI50 
obtenidas en este experimento, el glifosato, el Phi Mn y la mezcla de ambos no resultan 
tóxicos para M. phaseolina; es preciso destacar que dicha clasificación fue creada para 
sustancias netamente fungicidas. En este caso se pusieron a prueba otro tipo de 
compuestos, fitoestimulantes y herbicidas, por lo que la clasificación resulta sólo 
orientativa.  
El tratamiento de Phi Mn, además, generó cambios en la conformación de las 
estructuras de resistencia del patógeno. A una dosis de 300 ppm, los microesclerocios se 
observaron más claros que los del tratamiento testigo (zona IV vs zona I, Adams y 
Baker, 1981), incluso difiriendo entre grupos de tonalidades (“grupo de valores medios” 
vs “grupos de valores bajos” para Phi Mn y testigo, respectivamente). Así es que, se 
acepta la hipótesis 2 propuesta al comienzo de este trabajo (las concentraciones 
crecientes del Phi Mn en medio de cultivo in vitro, impactan negativamente en el 
crecimiento y en los microesclerocios de M. phaseolina).   
El cambio de coloración, probablemente se deba a la degradación o inhibición de la 
síntesis de melanina. Los mecanismos mediante los cuales el Phi Mn podría generar esta 
pérdida de melanina no están claros, y deberían realizarse nuevos estudios cuyos 
objetivos estén dirigidos a analizarlo en profundidad. La importancia de la melanina 
para la supervivencia y longevidad de los propágulos fúngicos ha sido reconocida desde 
hace muchos años (Bell y Wheeler, 1986). Es por ello que el efecto sobre el pigmento 
encontrado en este caso, podría significar la reducción de la viabilidad de los 
esclerocios. Dubey et al. (2012) reportaron que la pérdida de pigmento en 
microesclerocios e hifas de M. phaseolina, en conjunto con otras anormalidades 
morfológicas, causaron una pérdida de viabilidad del patógeno.  
En lo que respecta al tratamiento mezcla de glifosato + Phi Mn, éste fue el que presentó 
la mayor CI50. Si bien generó un perjuicio en el desarrollo micelial del patógeno, su 
fungitoxicidad fue menor que la del glifosato y la del Phi Mn evaluados por separado. 
Esto se mantuvo para la CI95. No obstante, tuvo un efecto considerable en detrimento de 
los microesclerocios. Los cambios en la conformación y tonalidad de los mismos fueron 
notables a partir de las 100 ppm, la combinación de glifosato + Phi Mn fue el único 
tratamiento que se diferenció de los demás en cuanto a grupo de tonalidad (“grupo de 
valores medios” vs “grupo de valores bajos”), a dicha concentración. Por lo tanto, se 
acepta la hipótesis 3. 
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 Butler et al. (2005) reportaron que la degradación o pérdida de melanina podría ser de 
importancia para reducir la acumulación de patógenos en el suelo si éstos poseen 
paredes celulares con melanina necesarias para sobrevivir. Se ha demostrado que el 
hongo Verticillium dahliae Kleb. necesita producir melanina para formar estructuras de 
resistencia completamente funcionales (Klimes y Dobinson, 2006). Asimismo, Sheikh y 
Ghaffar (1979) observaron que el porcentaje de infección de M. phaseolina aumentaba 
linealmente con un incremento de la densidad de microesclerocios en el suelo. De esta 
manera, el tratamiento de glifosato + Phi Mn y, en menor medida, el tratamiento con 
Phi Mn sólo, podrían reducir el inóculo primario generado por los microesclerocios de 
M. phaseolina. Según Fogarty y Tobin (1996), el mecanismo de biosíntesis de melanina 
es un buen blanco para los agentes antifúngicos. Los esclerocios que han perdido la 
capacidad de generar melanina quedarían susceptibles a las condiciones adversas como 
el ataque de microorganismos benéficos, la luz UV, la desecación o inundación. 
 
2.5- CONCLUSIONES 
Los hallazgos obtenidos en este capítulo constituyen un importante avance preliminar 
para el control del patógeno M. phaseolina. La aplicación de glifosato en mezcla con 
Phi Mn, de glifosato o de Phi Mn sólo, ha demostrado afectar el crecimiento micelial 
del patógeno a altas concentraciones. De esta manera, resulta de destacada importancia 
llevar a cabo nuevos estudios que analicen la relación de las dosis in vitro aquí 
evaluadas y aquellas utilizadas normalmente a campo (Reis et al., 2015). 
Además, los tratamientos Phi Mn y glifosato + Phi Mn demostraron afectar 
drásticamente las estructuras de resistencia del patógeno. Esto podría contribuir a 
disminuir el inóculo primario del patógeno en aquellos lotes en los que estuviera 
instalado. Sin embargo, los mecanismos mediante los cuales dichos tratamientos 
producen los cambios observados en los esclerocios, no están claros. Por este motivo, 
serán necesarios nuevos estudios que se enfoquen directamente en la evaluación del 
impacto de estos tratamientos sobre la pérdida de melanina y viabilidad de los 
microesclerocios. 
Esta es una investigación preliminar realizada in vitro para entender el efecto directo 
que el Phi Mn, el glifosato y la mezcla de ellos podrían ejercer sobre el desarrollo de M. 
phaseolina. En el próximo capítulo se presentan los efectos de estos compuestos sobre 
la planta y sobre la severidad de la enfermedad, bajo condiciones de invernáculo. 
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Capítulo III: 
Impacto del glifosato y del fosfito de manganeso 
sobre la severidad de la podredumbre carbonosa 
(M. phaseolina) y variables agronómicas de 
interés en plantas de soja 
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3.1- INTRODUCCIÓN 
Como ha sucedido con otros agroquímicos que lograron un uso generalizado, 
recientemente han surgido preocupaciones sobre las consecuencias resultantes del uso 
masivo del glifosato (Hartzler, 2010). Una de ellas es la relación entre la aplicación de 
este herbicida y la susceptibilidad a enfermedades en las plantas. 
Varios autores afirman que el glifosato genera una disminución de las defensas 
naturales de las plantas a patógenos (Johal y Huber, 2009; Mijangos et al., 2009; Bórtoli 
et al., 2012). Nelson (1990) sostiene que el glifosato genera un incremento de la 
exudación radical en los cultivos RR, lo cual aumenta las infecciones radiculares 
causadas por patógenos de suelo. Se ha observado un aumento significativo de 
Fusarium spp. en el suelo, luego de dos semanas de aplicado el glifosato a dosis 
recomendadas de campo (Means, 2004). Similares resultados fueron obtenidos por 
Zaccaron (2013), quien observó un incremento de la incidencia del síndrome de muerte 
súbita (SDS), causado por F. virguliforme en determinados cultivares de soja RR, en 
invernáculo.  
Además, se ha informado que el glifosato podría repercutir como un efecto cascada 
sobre organismos no blanco tales como los microorganismos benéficos, promoviendo, 
indirectamente, el desarrollo de enfermedades en las plantas (Helander et al., 2012; 
Conde, 2011). También, la nodulación y la fijación de nitrógeno se vieron afectados en 
algunos cultivares de soja RR de principio de temporada aplicados con glifosato a dosis 
de campo (King et al., 2001). Asimismo, se ha sugerido que el glifosato podría 
estimular la proliferación de patógenos indirectamente, ya que las malezas que mueren 
debido a la aplicación del herbicida sirven de fuente de energía para Fusarium spp. y 
Pythium spp., incrementando potencialmente el inóculo de ambos patógenos (Kawate et 
al., 1992).  
El potencial para desarrollar niveles de inóculo de patógeno críticos en los suelos, que 
afectan la sanidad de los cultivos, la alteración de las comunidades microbianas de la 
rizósfera involucradas en las transformaciones de nutrientes, y el cambio en el equilibrio 
de los microorganismos beneficiosos y perjudiciales para las plantas, son 
preocupaciones reales sobre el impacto del glifosato en la productividad de los cultivos 
y la sustentabilidad del medio ambiente (Kremer y Means, 2009).   
Los Phi son conocidos por estimular la reducción de la severidad de enfermedades en 
las plantas (Guest y Grant, 1991; Lobato et al., 2008). Además, aquellos Phi formulados 
con micronutrientes tales como el Mn, podrían compensar la menor disponibilidad de 
nutrientes generada por el glifosato, mejorando la resistencia de los cultivos (Huber, 
2010; Ávila et al., 2013).  
Por otra parte, la alta solubilidad de los Phi y su capacidad de movilizarse tanto por el 
simplasto como por el apoplasto (Gisi et al., 2002) los postula como potenciales 
herramientas para el manejo de patógenos de suelo. 
Es por todo esto que en este capítulo se estudió el efecto del Phi Mn, el glifosato y la 
mezcla de ambos sobre plantas de soja inoculadas con M. phaseolina, registrando los 
cambios en la severidad radicular de la podredumbre carbonosa y teniendo en cuenta 
también algunas variables fisiológicas anexas. De esta manera, se cumple con el 
objetivo específico 2.  
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3.2- MATERIALES Y MÉTODOS 
Se llevó a cabo un experimento sobre plantas de soja cultivadas en macetas con el 
objetivo de cuantificar la severidad de la podredumbre carbonosa en las raíces de las 
mismas al final del ciclo. El experimento se desarrolló en los invernáculos de la Cátedra 
de fitopatología de la Facultad de Agronomía (UBA) y consistió en un DCA (diseño 
completamente aleatorizado) con un arreglo factorial de dos factores: glifosato y Phi 
Mn. Los niveles de los factores fueron los siguientes: 
- glifosato (composición: ver apéndice): 
     0 L/ha (sin aplicación de glifosato) 
     2,5 L/ha aplicados en pre-siembra + 2,5 L/ha post-emergencia  
- Phi Mn (composición: ver apéndice): 
 0 L/ha (Sin aplicación de Phi Mn)  
 0,2 L/ha (dosis comercial de Phi Mn) 
 
En consecuencia, los tratamientos quedaron conformados del siguiente modo: 
-    Con inóculo de M. phaseolina (testigo inoculado) 
-   glifosato pre-siembra + glifosato post-emergencia, con inóculo de M. phaseolina 
(glifosato) 
-       Phi Mn con inóculo de M. phaseolina (Phi Mn) 
-     glifosato pre-siembra + glifosato post-emergencia + Phi Mn, con inóculo de M. 
phaseolina (glifosato + Phi Mn) 
 Se trabajó con sustrato profesional Growmix Multipro de Terrafertil (ver apéndice). 
Dicho sustrato se mezcló con arena en una proporción 4:1, y, a su vez, se agregó arroz 
inoculado con M. phaseolina en una proporción de 1:10 conforme a experimentos 
previos. El inóculo sobre arroz se realizó de acuerdo a Pastor-Corrales y Abawi (1988) 
(ver apéndice). Se confeccionaron 6 macetas (repeticiones) por tratamiento.  
Una vez homogeneizada la mezcla, se llenaron las macetas hasta la ¾ parte de su 
capacidad. Se regaron a saturación y luego, se incubaron durante 4 días a 30°C. Al cabo 
de este tiempo, se colocaron 9 semillas de la variedad de soja susceptible a M. 
phaseolina: A4990RG de la empresa Nidera; en cada una de las macetas y se cubrieron 
con una capa de sustrato. Se llevaron al invernáculo donde permanecieron durante todo 
el experimento. Luego de la emergencia de las plántulas, se realizó un raleo, dejando 
sólo una planta por maceta (Fig. 3.1). Las plantas se regaron con agua destilada y se 
mantuvieron al 50-80% de la capacidad de campo. Las macetas se rotaron diariamente 
para evitar efectos diferenciados debidos a la intensidad y calidad de luz. Con motivo de 
evitar problemas nutricionales, a los 30 días desde emergencia, se adicionó urea a todas 
las macetas en una solución de 0,5 g/L de agua  
59 
 
 
 
 
Figura 3.1 Experimento en plantas de soja inoculada con M. phaseolina y tratada con glifosato, Phi Mn y glifosato + 
Phi Mn en macetas en invernáculo, al cabo del cual se cuantificó la severidad de la podredumbre carbonosa en raíces. 
 
 
Se empleó la misma formulación de glifosato que la utilizada en las experiencias in 
vitro (capítulo II), a una dosis de 2,5 L/ha en dos momentos de aplicación:  
-Pre-siembra: 1 semana antes de la siembra 
-Post-emergencia: 22 días después de la emergencia (Fig. 3.2) 
 
Con respecto al Phi, éste se suministró alrededor de V4 (Fehr y Caviness, 1977), a 22 
días post-emergencia y a una dosis de 0,2 L/ha, como fuera mencionado más arriba. Se 
utilizó el mismo producto que se usó en los experimentos in vitro, en el capítulo II 
(“Ultra Mn”, Spraytec S.R.L). 
 
 
Figura 3.2 Aplicación de glifosato a razón de 2,5 L/ha., 22 días post-emergencia de las plantas de soja (estado 
fenológico V4). El tratamiento de Phi Mn y el tratamiento mezcla de glifosato + Phi Mn se aplicaron de igual forma, 
a razón de 0,2 L/ha y 2,5 L/ha + 0,2 L/ha, respectivamente.  
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Al cabo de 60 días post-emergencia, aproximadamente en R4 (Fehr y Caviness, 1977) 
se cosecharon las plantas. Se registró la biomasa aérea, la biomasa radical y el número 
de vainas/planta con el fin de determinar si los tratamientos planteados generaban un 
impacto sobre ciertas variables fisiológicas de la soja. 
Para cuantificar la severidad de la podredumbre carbonosa en raíces se utilizó el método 
de unidades formadoras de colonias (UFC) de M. phaseolina por gramo de raíz. La 
técnica empleada se adaptó de Mengistu et al. (2007) y Reznikov et al. (2011). Se 
tomaron las raíces y la parte baja del tallo, se cortaron y se lavaron con agua corriente 
para eliminar los restos de suelo (Fig. 3.3, (A)). Luego, se llevaron a secar en estufa a 
40ºC por 7 días para matar el micelio. Los tejidos secos se pasaron por un molinillo. Se 
tomaron 0.005 g de tejido molido (Fig. 3.3, (B)) y se colocaron en un tubo eppendorf 
conteniendo NaOCl al 3%, con el objetivo de desinfectar los tejidos molidos (Fig. 3.3, 
(C)). Se centrifugó por 3 min a 3.000 rpm. Más tarde, se desechó el sobrenadante del 
tubo ependorff y se colocó agua destilada estéril con el objeto de enjuagar los tejidos 
radiculares molidos. Nuevamente, se llevó a centrífuga a 3.000 rpm durante 1 min. Este 
último paso, se repitió 3 veces. Finalmente, la suspensión de tejido molido se agregó a 5 
ml de medio selectivo conteniendo: APG, rifampicina (100 mg/L) y metalaxyl (224 
mg/L, sin tergitol) y se dispuso en placas de petri (Fig. 3.3, (D)). Se realizaron 5 placas 
por planta (sub-réplicas), 30 por tratamiento (Fig. 3.3, (E)). Las placas se incubaron a 
28ºC en oscuridad por 3 días y la severidad de la enfermedad se contabilizó mediante 
UFC/g de raíz (Fig. 3.3, (F)). Esta unidad se calculó promediando las sub-réplicas y 
refiriendo las UFC a 1 g de raíz. Cada UFC proviene de un microesclerocio de M. 
phaseolina (Mengistu et al., 2007). Los resultados se analizaron mediante ANOVA, con 
un α=0,05 y test de comparación de medias DGC. 
 
 
Figura 3.3 Proceso de realización de la técnica de medición de UFC/g raíz de soja. Lavado de raíces (A); raíces 
molidas (B); desinfección superficial del polvo de raíz en tubo eppendorf (C); sembrado de la suspensión de raíz en 
medio selectivo (D); placas de petri listas para incubar (E); UFC de M. phaseolina, después de 3 días de incubación a 
28ºC (F). 
(C) (B) (A) 
(E) (D) (F) 
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3.3- RESULTADOS 
3.3.1- Severidad de la podredumbre carbonosa en raíces 
La interacción entre los factores glifosato y Phi Mn (Fig. 3.4) resultó ser altamente 
significativa (p=0,0180). Los tratamientos de glifosato y Phi, por separado, presentaron 
5415 y 4596 UFC/g raíz, respectivamente. Mientras que la mezcla de ambos productos 
redujo significativamente la severidad de la podredumbre carbonosa, con unas 2883 
UFC/g raíz (Fig. 3.4). 
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Figura 3.4 UFC de M. phaseolina/g raíz promedio en función de las combinaciones de los factores glifosato y Phi 
Mn, 37 días después de la aplicación de los tratamientos Las barras sobre los puntos indican los desvíos estándar de la 
media. Letras distintas indican diferencias significativas al 5% (Test DGC). 
 
La reducción significativa de la podredumbre carbonosa por parte del tratamiento 
mezcla (glifosato + Phi Mn) se tradujo en un control del 30% con respecto al testigo 
inoculado (M. phaseolina) y del 47% con respecto a las plantas tratadas con glifosato 
(Tabla 3.1).   
 El glifosato solo presentó la máxima severidad entre los tratamientos analizados, con 
un incremento de más del 30% por encima del testigo inoculado (1264 UFC/g raíz más 
que el testigo). Sin embargo, estas diferencias no resultaron estadísticamente 
significativas (Fig. 3.4). 
A 
A 
A 
B 
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Por otro lado, el Phi Mn, también presentó un ligero aumento de la severidad  respecto del testigo inoculado (Fig. 3.4). Esto, sin embargo, 
no resultó ser significativo. 
En la Figura 3.5, se observan las placas de petri más representativas con las  UFC reales de M. phaseolina/0,005 g raíz para cada 
tratamiento. 
 
Tratamiento % Control vs Testigo % Control vs glifosato 
Testigo inoculado - 23,34 
glifosato - - 
Phi Mn - 15,12 
glifosato + Phi Mn 30,5 46,76 
Tabla 3.1 Porcentaje de control de la severidad de la podredumbre carbonosa en raíces de soja por cada tratamiento vs. el testigo inoculado (M. phaseolina) y vs. glifosato sólo, 37 días 
después de la aplicación 
 
 
Figura 3.5 UFC de M. phaseolina/0,005 g de raíz de soja para los distintos tratamientos, 37 días después de la aplicación de los mismos. 
glifosato glifosato + Phi Mn Phi Mn Testigo inoculado 
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3.3.2- Variables agronómicas de interés 
 
3.3.2.1- Biomasa aérea 
La biomasa aérea de las plantas de soja no se vio afectada por los tratamientos 
probados, a los 60 días post-emergencia (Fig. 3.6).  
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Figura 3.6 Biomasa aérea promedio de plantas de soja 37 días después de la aplicación de los tratamientos. Las barras 
sobre las columnas representan los desvíos estándar de las medias. Letras distintas indican diferencias significativas 
al 5% (Test DGC).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A A 
A 
A 
64 
 
 
3.3.2.2-  Biomasa radical 
El tratamiento Phi Mn generó la mayor biomasa radical (Fig. 3.7). Dicho tratamiento 
presentó un 22% más de peso radicular que el testigo inoculado. El resto de los 
tratamientos no difirieron estadísticamente entre sí. 
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Figura 3.7 Biomasa radical promedio de plantas de soja 37 días después de la aplicación de los tratamientos 
probados. Las barras sobre las columnas representan los desvíos estándar de las medias. Letras distintas indican 
diferencias significativas al 5% (Test DGC).  
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3.3.2.3-  Nº vainas/planta 
El glifosato presentó el menor número de vainas/planta (p<0,05) (Fig. 3.8). Mientras 
que los tratamientos, glifosato + Phi Mn y Phi Mn sólo no se distinguieron 
estadísticamente del testigo (p>0,05). 
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Figura 3.8 Número de vainas/planta de soja promedio 37 días después de la aplicación de los tratamientos. Las barras 
sobre las columnas representan los desvíos estándar de las medias. Letras distintas indican diferencias significativas 
al 5% (Test DGC).  
 
 
3.4- DISCUSIÓN 
En esta tesis el aumento de la severidad de la podredumbre carbonosa generado por el 
glifosato, no fue significativo estadísticamente. Por lo cual, se rechaza la hipótesis 4 (la 
aplicación de glifosato in vivo, provoca un aumento en la severidad de la infección de la 
podredumbre carbonosa de la base del tallo). No obstante, si el experimento hubiera 
contado con una potencia mayor, es probable que la tendencia a aumentar la severidad 
de la enfermedad observada para el glifosato, que es relevante a nivel fitopatológico, 
hubiera sido ratificada a nivel estadístico.  
Varios autores señalan que las plantas aplicadas con glifosato no presentan diferencias 
en la susceptibilidad a enfermedades en relación a testigos no tratados (Kandel et al., 
2015; Barnett et al., 2011, 2012; Kirk et al., 2013; Canaday et al., 1986). Mengistu et 
al. (2013), en estudios realizados a campo sobre soja RR tratada con glifosato, 
informaron que aplicaciones múltiples del herbicida no provocaron aumentos en los 
A 
A 
A 
B 
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niveles de la podredumbre carbonosa (M. phaseolina) en ambientes en siembra directa. 
Sin embargo, también observaron que en ambientes laboreados y con sólo dos 
aplicaciones de glifosato, la severidad de la enfermedad se vio incrementada, 
especialmente en condiciones de altas temperaturas y sequía (Mengistu et al., 2013).  
 Por otro lado, la tendencia a incrementar la severidad de la enfermedad registrada para 
el glifosato en esta tesis ha sido reportada por otros autores con distintas enfermedades 
(Geisler et al., 2002; Zaccaron, 2013; Johal y Huber, 2009; Hornby et al., 1998; 
Brammall y Higgins, 1988; Babiker et al., 2011; Descalzo et al., 1996). La lista de 
fitopatógenos estimulados por el glifosato está encabezada por hongos que causan 
pudriciones de raíz, base del tallo y colonización vascular (Huber, 2010). Huber et al. 
(2005) informaron un importante aumento de la gravedad de la podredumbre radicular 
causada por Corynespora cassiicola, luego de la aplicación de glifosato en soja RR. 
También Larson et al. (2006) notaron un incremento en la severidad de enfermedades 
causadas por F. oxysporum y R. solani en remolacha azucarera RR tratada con glifosato.  
Contrariamente, estudios con trigo RR (Triticum aestivum L.) han demostrado que el 
glifosato posee efectos curativos y preventivos contra Puccinia striiformis f. sp. tritici 
(Westend.), y Puccinia triticina Eriks., causantes del estriado y la roya de la hoja, 
respectivamente (Feng et al., 2005; Anderson y Kolmer, 2005). También se ha 
registrado un efecto positivo de la aplicación de glifosato para el control de la roya 
asiática causada por Phakopsora pachyrhizi (Sydow y Sydow) en soja RR, en estudios 
preliminares en invernáculo (Feng et al., 2005). Sin embargo, en experimentos 
realizados a campo, también en soja RR tratada con hasta cuatro aplicaciones del 
herbicida, Reis et al. (2012) no encontraron diferencias significativas en el control de 
dicha enfermedad.  
En el presente trabajo, el glifosato generó una disminución significativa del Nº de 
vainas/planta, lo cual puede estar relacionado con la tendencia observada en este 
tratamiento a generar una mayor severidad de enfermedad. Las raíces de las plantas 
tratadas con glifosato se encontraban mayormente dañadas, lo que puede haber 
dificultado la absorción y traslocación de nutrientes. El hongo M. phaseolina causa el 
debilitamiento progresivo de la planta (Mengistu et al., 2007). Este patógeno produce 
microesclerocios en los haces vasculares y en la médula de la soja, los cuales pueden 
bloquear el flujo de agua (Mengistu et al., 2013). Esto, a su vez, podría interferir con la 
formación de vainas y llenado de granos (Bowers y Russin, 1999).   
Más allá de que en tests in vitro el Phi Mn había demostrado un comportamiento 
antifúngico directo (capítulo II), in vivo no redujo la severidad de la podredumbre 
carbonosa como se esperaba. Contrariamente, generó un leve estímulo de la misma (si 
bien no presentó diferencias significativas en relación al testigo). En consecuencia, se 
rechaza la hipótesis 5 (la aplicación de Phi Mn sólo, reduce la severidad de la 
enfermedad en las raíces).   
Wicks et al. (1991) informaron que aplicaciones de Phi, inmediatamente posteriores a la 
infección, generan una reducción de la incidencia y severidad de la enfermedad causada 
por el mildiu de la vid (Plasmopara vitícola (Berk. et Curtis ex. de Bary) Berl. et de 
Toni) por hasta 10 días post-aplicación. Gisi et al. (2002) observaron que aplicaciones 
de Fosetil-Al (esencialmente el mismo ingrediente activo que los Phi) después de la 
infección, contra el mismo patógeno, proporcionan control por hasta 2 días post-
aplicación. Resultados similares fueron obtenidos por Rebollar-Alviter et al. (2007) en 
frutilla. En el presente trabajo la severidad fue medida 37 días post-aplicación. Lo cual 
podría haber enmascarado cualquier control o reducción de la enfermedad producido 
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por el Phi Mn en los días inmediatamente posteriores a la aplicación. Sin embargo, se 
eligió ese momento para cuantificar la severidad porque la podredumbre carbonosa se 
manifiesta generalmente en las etapas finales del cultivo (Cabrera et al., 2001).  
Otra de las razones por las cuales en este trabajo no se observaron efectos del Phi Mn 
sobre la severidad de la podredumbre carbonosa, podría ser que éste fue aplicado 15 
días después de la inoculación. La actividad protectora de los Phi aplicados previo a la 
infección es reconocida para diferentes enfermedades causadas principalmente por 
Oomycetes, con muy buenos resultados (Browne y Viveros, 2005; Chaluvaraju et al., 
2004; Rohrbach y Schenck, 1985; Stiles et al., 2005; Vawdrey et al., 2004). No 
obstante, en el presente trabajo, la aplicación de los Phi se efectuó 15 días post-
infección, lo cual puede haber incurrido en un costo energético adicional para la planta 
que el testigo inoculado no sufrió. Ese ligero costo energético pudo haber ocasionado 
una ventaja para el patógeno, que generó una mayor infección que en el testigo. El uso 
de inductores de las defensas no siempre resulta en beneficios para la producción, ya 
que la activación de la resistencia presenta una alta demanda energética para la planta 
(Dietrich et al., 2004; Walters et al., 2005). Además, en esta tesis, se utilizó una única 
aplicación de Phi Mn a una dosis de 0,2 L/ha (dosis y momento comercial). Sería 
interesante efectuar nuevos estudios que evalúen la severidad de la podredumbre 
carbonosa en soja a diferentes tiempos desde la aplicación, con distintos momentos de 
pulverización de Phi (pre y post-infección) y a distintas dosis.  
Más allá de lo comentado, el tratamiento de Phi Mn presentó la mayor biomasa 
radicular. En tal sentido, se han informado propiedades de estimulación del crecimiento 
por parte de los Phi (Lovatt y Mikkelsen, 2006). Una sola aplicación foliar de Phi antes 
de floración en naranjas “Valencia” aumentó significativamente el número de flores, el 
rendimiento y los sólidos solubles totales en comparación con un control sin tratar 
(Albrigo, 1999). Las respuestas fisiológicas de la planta al Phi pueden estar relacionadas 
con su efecto sobre el metabolismo del azúcar, la estimulación de la ruta del ácido 
shikímico, o cambios internos químicos u hormonales (Lovatt y Mikkelsen, 2006).   
Finalmente, la mezcla de glifosato + Phi Mn presentó la mínima severidad de la 
podredumbre carbonosa. Por lo tanto, existen evidencias para aceptar la hipótesis 6 (la 
mezcla de glifosato con Phi Mn genera una reducción de la severidad de la enfermedad, 
comparada con aquellas plantas enfermas tratadas con glifosato solamente). 
Gomes et al. (2013) informaron que las aplicaciones de glifosato en mezcla con Phi 
sobre maíz RR generaban fitotoxicidad. No obstante, en el presente trabajo no hubo 
indicios de tales efectos fitotóxicos sobre las plantas de soja tratadas con la mezcla. 
Además, es importante destacar que no se han encontrado en la literatura efectos del 
glifosato en mezcla con Phi Mn para el manejo de M. phaseolina. Existen trabajos que 
estudian el control de este patógeno mediante tratamientos de semilla con fungicidas y 
aplicación de los mismos al suelo. Ilyas et al. (1975) en estudios de campo con suelo 
inoculado reportaron que aplicaciones del fungicida benomil al suelo redujeron la 
cantidad de microesclerocios de M. phaseolina. También se ha documentado la 
disminución de la enfermedad por la aplicación de benomil y tiabendazole en semillas, 
pero éstos presentaron fitotoxicidad (Ilyas et al., 1975). Sin embargo, una vez que la 
enfermedad se ha establecido, estos métodos podrían ser poco prácticos o inefectivos. 
Los tratamientos de semilla con fungicidas no protegen al cultivo por períodos 
prolongados; y, la aplicación de fungicidas al suelo es anti económica y puede 
perjudicar la actividad de los microorganismos benéficos (Jeyarajan et al., 1991). Esto 
pone de manifiesto la importancia de contar con herramientas que aplicadas foliarmente 
puedan movilizarse hacia las raíces, como la mezcla de glifosato + Phi Mn. Abd El-Hai 
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et al. (2009) reportaron que aplicaciones foliares de ácido cítrico, ácido salícilico, Mn y 
Zn en conjunto con la aplicación de los mismos tratamientos a las semillas lograron 
reducir la severidad de la podredumbre carbonosa causada por M. phaseolina en girasol.  
Las razones por las cuales la combinación de glifosato con Phi Mn provoca el abrupto 
descenso en los niveles de severidad de la podredumbre carbonosa no están claras. 
Huber (2010) reportó que los productos formulados con micronutrientes, como los Phi 
Mn, mantienen la disponibilidad de los mismos para la planta sin afectar la actividad 
herbicida del glifosato en mezclas de tanque. Así, los Phi Mn podrían compensar las 
deficiencias de Mn ocasionadas por el glifosato. Un adecuado sustento de este 
micronutriente es necesario para una máxima formación de lignina, la cual está asociada 
a aumentos en las barreras físicas contra la entrada de patógenos (Cakmak et al., 2009). 
Incluso, se ha registrado un control eficiente de la podredumbre carbonosa en soja 
mediante la fertilización de Mn en combinación con K administrados directamente al 
suelo, sin aplicación de glifosato (Tobar et al., 2014). De esta manera, el aporte de Mn 
podría reducir la aparición o intensidad de las enfermedades en el cultivo y optimizar el 
rendimiento (Huber, 2010). Ferraris y Couretot (2012) observaron un aumento de 
rendimiento en soja RR de 225, 9 kg/ha con la aplicación foliar de glifosato + Phi Mn 
vs soja RR tratada con glifosato sólo, a dosis de campo. Los autores sugirieron que las 
diferencias se debieron a un efecto combinado de la nutrición (Mn) y el impacto 
“fungicida” del Phi.  
Sin embargo, esto no explica por qué el tratamiento de glifosato + Phi Mn disminuyó el 
nivel de enfermedad incluso por debajo del testigo inoculado. Poco se conoce de la 
relación entre glifosato y Phi Mn y su interacción dentro de la planta. Serán necesarias 
nuevas investigaciones que se centren en la relación bioquímica entre estos ingredientes 
activos, dentro y fuera de la planta, y su efecto sobre hongos fitopatógenos para 
esclarecer esta cuestión. 
 
3.5 CONCLUSIONES 
En este capítulo, el estudio se focalizó en el impacto del glifosato, el glifosato + Phi Mn 
y el Phi Mn, en el sistema planta-patógeno (soja RR – M. phaseolina). Se observó que, 
si bien el glifosato genera una clara tendencia de incremento de la podredumbre 
carbonosa (30% más de severidad que el testigo inoculado), éste no es significativo 
estadísticamente. No obstante, dicho aumento resulta fitopatológicamente relevante, ya 
que las raíces de las plantas tratadas con glifosato se encontraban deterioradas y más 
afectadas por la enfermedad. De hecho, el Nº de vainas/ planta de soja, se vio 
disminuido significativamente en el tratamiento con glifosato. La falta de sensibilidad 
del análisis estadístico para detectar esta diferencia en la severidad entre el glifosato y el 
testigo, probablemente responda a una baja potencia del experimento efectuado. Será 
interesante llevar a cabo nuevos experimentos con un mayor número de réplicas que 
permitan aclarar si la tendencia encontrada puede resultar estadísticamente significativa. 
Contrario a lo que se esperaba en base a la bibliografía consultada (Browne y Viveros, 
2005; Chaluvaraju et al., 2004; Vawdrey et al., 2004), el Phi Mn no redujo la severidad 
de la enfermedad. Sería interesante efectuar nuevas investigaciones al respecto, 
analizando varios momentos de aplicación y dosis de los Phi Mn.  
Por otro lado, el control de la podredumbre carbonosa obtenido mediante la aplicación 
de glifosato + Phi Mn resulta un avance de importancia para el manejo de esta 
enfermedad. En la actualidad el manejo de la podredumbre carbonosa se realiza 
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principalmente mediante prácticas culturales, aplicación de fungicidas al suelo y 
tratamientos de semilla con fungicidas convencionales. Éstos últimos, no son de utilidad 
aplicados foliarmente porque no llegan al sitio de infección de M. phaseolina. 
Consecuentemente, la mezcla de glifosato con Phi Mn, se presenta como un tratamiento 
fungitóxico foliar atractivo para el manejo de esta enfermedad, debido a que ambos 
ingredientes activos pueden traslocarse hacia las raíces.  
Las causas por las cuales la combinación del herbicida y el Phi Mn generan esta 
disminución en la intensidad de la enfermedad causada por M. phaseolina en soja, son 
desconocidas. En el capítulo IV se estudian los efectos de estos tratamientos sobre los 
parámetros del estrés y la actividad de las enzimas de defensa. Dichos estudios podrían 
constituir un primer paso para elucidar los motivos por los cuales la mezcla de glifosato 
+ Phi Mn genera cambios dentro de la planta que afectan el desarrollo de la enfermedad. 
También se estudian los efectos del glifosato sobre el estrés oxidativo, los cuales 
podrían estar vinculados con el aumento de la susceptibilidad a enfermedades en las 
plantas (Gomes et al., 2014). 
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Capítulo IV: 
 
Efectos del glifosato y del fosfito de manganeso in 
vivo sobre el estado oxidativo de plantas de soja 
RR y de enzimas relacionadas con la defensa  
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4.1- INTRODUCCIÓN 
La activación de las vías de resistencia en las plantas, como la Resistencia Sistémica 
Adquirida (SAR), generalmente lleva a la producción de especies reactivas del oxígeno 
(ROS) (van Loon y van Strien, 1999). Las ROS conducen a una respuesta de 
hipersensibilidad (HR) (Agrios, 1998), la que consiste en una muerte rápida y localizada 
de células en el sitio de infección. Esto delimita la colonización del tejido por parte del 
patógeno. Seguido de la activación de la HR, partes distantes y no infectadas de la 
planta pueden desarrollar resistencia a futuras infecciones (Camarena-Gutiérrez y de la 
Torre-Almaráz, 2007).  
Las ROS, tales como O2
- y H2O2, se producen comúnmente bajo condiciones de estrés y 
son especies fuertemente oxidantes que rápidamente pueden atacar cualquier tipo de 
biomoléculas y causar daño. Cuando el daño causado por las ROS se da como 
peroxidación lipídica, éste se puede medir a partir de las sustancias reactivas al ácido 
tiobarbitúrico (TBARS) (Aránguiz et al., 2009).     
Para protegerse del daño, las células de las plantas poseen enzimas detoxificantes de 
radicales libres, tales como la catalasa (CAT), guaiacol peroxidasa (GPOX) y 
superóxido dismutasa (SOD) (Fig. 4.1). Estas enzimas juegan un papel crucial en la 
defensa de las células de las plantas contra el daño oxidativo en los sitios donde 
aumenta la generación de ROS (Kuniak y Sklodowska, 2001). Asimismo, existen 
antioxidantes no enzimáticos tales como el glutatión reducido (GSH) y enzimas que 
intervienen en la regeneración del mismo en las células, como la glutatión reductasa 
(GR) (Pnueli et al., 2003) (Fig. 4.1). La función conjunta de estos antioxidantes, juega 
un papel sustancial en la eliminación de las ROS y en el mantenimiento del estado 
fisiológico redox de los organismos (Cho y Seo, 2005).  
 
Figura 4.1 Representación esquemática de la generación de especies reactivas del oxígeno (ROS) en las plantas. La 
activación del O2 ocurre mediante dos mecanismos diferentes: la reducción monovalente gradual de O2 conduce a la 
formación de O2-, H2O2 y OH•, mientras que la transferencia de energía a O2 conduce a la formación de 1O2. El O2•- es 
fácilmente dismutado a H2O2 bien de forma no enzimática o mediante la enzima SOD. El H2O2 es convertido en H2O 
por las enzimas CAT, GPOX, y APX. La enzima GR interviene en la regeneración de Glutatión oxidado (GSSG) a 
Glutatión reducido (GSH), el cual permite la dismutación no enzimática de H2O2 a H2O. Adaptado de Sharma et al. 
(2012) y Racchi (2013). 
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La inducción de la SAR aumenta la producción de lignina, produciéndose el 
reforzamiento de la pared celular asociada a compuestos fenilpropanoides y por 
deposición de calosa (van Loon y van Strien, 1999). También, se produce la síntesis de 
fitoalexinas y acumulación de proteínas relacionadas con la patogénesis (PRP): β 1,3 
glucanasas y quitinasas. Finalmente, se observa un aumento de la actividad de diversas 
enzimas relacionadas con la defensa, tales como la fenilalanina amonio liasa (PAL), 
polifenoloxidasa (PPO) y lipoxigenasa (LOX) (van Loon y van Strien, 1999). 
La PAL es una enzima inducible que responde a estreses bióticos y abióticos tales como 
patógenos, radiación UV y bajas temperaturas. Cataliza la deaminación no oxidativa de 
la fenilalanina a trans-cinamato, el primer paso en la vía de los fenilpropanoides (Fig. 
4.2). Éstos son precursores de una amplia gama de compuestos fenólicos involucrados 
en la defensa de las plantas, tales como el ácido salícilico, fitoalexinas y ligninas (Fig. 
4.2) (Dixon y Paiva, 1995; La Camera et al., 2004).  
 
 
Figura 4.2 Representación esquemática de la vía de los fenilpropanoides en donde interviene la enzima PAL. Esta 
enzima es un precursor de compuestos fundamentales para la defensa de la planta como fitoalexinas y lignina. C4H: 
cinamato-4-hidrolasa; 4CL: 4-Cumarato CoA ligasa. Adaptado de Sriprasertsak et al. (2002) y Jacobo-Velázquez y 
Cisneros-Zevallos (2012).  
 
La PPO es una enzima que participa en la oxidación de polifenoles a quinonas 
(compuestos con actividad antimicrobiana) (Fig. 4.3) y en la lignificación de las paredes 
celulares durante el ataque de ciertos microorganismos (Thipyapong et al., 1995; 
Beckman, 2000; Constabel et al., 2000). Se ha informado que interviene en la síntesis 
de Esculetina (Fig. 4.3), un compuesto que puede actuar como antioxidante y podría 
contribuir a la respuesta de defensa de las plantas (Blagbrough et al., 2010). Sin 
embargo, poco se conoce sobre el rol específico de este compuesto. Diversos estudios 
han sugerido que la PPO puede estar relacionada con la resistencia a enfermedades 
causadas por hongos, bacterias y virus (Beckman, 2000). También es una enzima 
inducible por numerosos factores bióticos y abióticos, incluyendo heridas mecánicas, 
fúngicas, infecciones bacterianas, y el tratamiento con hormonas (Li y Steffens, 2002).  
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Figura 4.3 Representación esquemática de la oxidación del ácido cafeico, proveniente de la vía de los 
fenilpropanoides, por la enzima PPO. Para simplificar, los pasos de isomerización cis-trans no se muestran. La flecha 
punteada representa múltiples reacciones. Adaptado de Sato (1967) y Araji et al. (2014). 
 
La inducción de genes de LOX durante las interacciones planta-patógeno se ha 
informado en varias especies. La función de LOX en la defensa contra patógenos parece 
estar relacionada a la síntesis de un número de diferentes compuestos con funciones de 
señalización (Creelman y de Mullet, 1997; Parchmann et al., 1997), actividad 
antimicrobiana (Croft et al., 1993; Weber et al., 1999), y de oxidación de lípidos 
necesaria para el desarrollo de la HR (Fig. 4.4) (Liavonchanka y Feussner, 2006). 
Además, se ha reportado que la LOX interviene en la vía de síntesis de Ácido 
Jasmónico (JA) (Fig. 4.4), el cual, a su vez, interviene como agente regulador y de 
señalización de la resistencia sistémica inducida (ISR) (Porta y Rocha-Sosa, 2002).  
 
Figura 4.4 Representación esquemática del metabolismo de las oxilipinas donde interviene la enzima LOX. La flecha 
punteada representa múltiples reacciones. HPL: Hidroperóxido liasa; AOS: aleno óxido sintasa; POX: peroxigenasa. 
Adaptado de Robinson y Bostock (2015) y Yan et al. (2013). 
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Las β 1,3 glucanasas son proteínas ampliamente distribuidas en las plantas, implicadas 
en muchos procesos metabólicos como estrés, infección y desarrollo (Fuentes-Silva y 
Rodríguez-Romero, 2006). Existe evidencia considerable que sugiere que estas enzimas 
son parte tanto de las defensas constitutivas como de las inducidas de la planta frente a 
patógenos fúngicos (Belkis y Ondina, 2011). Debido a su capacidad para hidrolizar β-
1,3-glucanos, componentes esenciales de la pared celular de hongos y bacterias, han 
sido designadas como PRP pertenecientes a la familia 2 (PR-2) (Fuentes-Silva y 
Rodríguez-Romero, 2006). También actúan indirectamente digiriendo polisacáridos 
tanto del patógeno como del hospedante y desencadenando la HR (Fig4.5) (Belkis y 
Ondina, 2011). 
 
Figura 4.5 Representación esquemática de la acción de las β 1,3 glucanasas en la defensa de las plantas (Nishizawa, 
2005).  
 
Los elicitores son compuestos, naturales o sintéticos, que actúan como elementos señal 
a bajas concentraciones, generando respuestas de defensa en la planta similares a las 
inducidas por la infección por patógenos (Boller, 1995; Gómez-Vásquez et al., 2004; 
Thakur y Sohal, 2013).   
Los Phi actúan como elicitores que ayudan a la planta a protegerse mediante la 
estimulación de la vía del ácido shikímico. Durante este proceso las plantas producen y 
acumulan fitoalexinas que les permiten proteger sus tejidos del ataque de los patógenos 
(Thao y Yamakawa, 2009). Las plantas tratadas con Phi parecen ser capaces de generar 
un ambiente antimicrobiano más efectivo que aquellas no tratadas con estos compuestos 
(McDonald et al., 2001). Se ha demostrado que la aplicación de Phi aumenta la 
expresión de genes relacionados con la defensa en Arabidopsis infectada con 
Phytophthora cinnamomi (Eshraghi et al., 2011).   
El descubrimiento de los elicitores ha hecho que estas moléculas se posicionen como 
complemento o alternativa de los fungicidas tradicionales en la protección de cultivos 
(Thakur y Sohal, 2013). Sin embargo, el modo de acción de los Phi es todavía 
desconocido y debatido (Massoud et al., 2012). 
En contraposición, existen moléculas que parecen reducir las defensas de las plantas a 
determinadas enfermedades. Ciertos estudios indican que el glifosato tiene efectos 
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perjudiciales sobre los mecanismos de defensa de las plantas. Zobiole et al. (2010) 
observaron que las aplicaciones de glifosato en cultivares de soja RR, disminuían las 
concentraciones de Mn. Este micronutriente interviene en la regulación de muchas 
funciones fisiológicas críticas. Por lo tanto, una deficiencia o cambio en la 
disponibilidad de este elemento puede afectar en gran medida la resistencia a 
enfermedades y plagas de la planta (Datnoff et al., 2007). Estos reportes han generado 
controversia en torno al glifosato y su relación con la susceptibilidad y reemergencia de 
varias enfermedades en el cultivo de soja, como se discutió en el capítulo III. 
El estudio del efecto del Phi Mn y el glifosato sobre la actividad de las enzimas 
antioxidantes y de defensa mencionadas más arriba, cobra vital importancia porque 
permitirá comenzar a dilucidar los posibles mecanismos de la inducción de defensas en 
la soja contra M. phaseolina y su relación con la severidad de la enfermedad. También 
resulta interesante evaluar la evolución de dichos parámetros de estrés y complejos 
enzimáticos antioxidantes y de defensa en el tiempo, luego de la aplicación y en la 
última etapa del cultivo cuando la podredumbre carbonosa se expresa con mayor 
intensidad. 
Estos análisis se presentan en este capítulo y permiten cumplir con el objetivo 
específico 3. 
 
4.2- MATERIALES Y MÉTODOS 
En invernáculo, se llevó a cabo otro experimento sobre plantas de soja RR en macetas. 
Se utilizaron iguales técnicas que las descriptas en el capítulo III para el armado de las 
macetas, siembra, inoculación y mantenimiento del experimento. En este caso, se utilizó 
un DCA con arreglo factorial de tres factores, M. phaseolina, glifosato y Phi Mn. De tal 
manera que los tratamientos quedaron conformados de la siguiente manera: 
- Testigo (testigo absoluto) 
- glifosato 
- Phi Mn 
- glifosato + Phi Mn 
- M. phaseolina (M.p; Testigo inoculado) 
- M.p + glifosato 
- M.p + Phi Mn 
- M.p + glifosato + Phi Mn 
Se utilizaron los mismos productos y dosis que los descriptos en el capítulo III, 2,5 L/ha 
de glifosato y 0,2 L/ha de Phi Mn. Los momentos de aplicación también fueron iguales 
que en el experimento anterior: para el glifosato, 1 semana antes de la siembra y en V4; 
y para el Phi Mn en V4.  
Se realizaron 6 repeticiones por tratamiento. Se llevó a cabo un muestreo extractivo. 
Se tomaron y analizaron 3 muestras de cada tratamiento, 7 días desde aplicación (7 
DDA), en V6 (Fehr y Caviness, 1977), para analizar el primer impacto de los mismos 
sobre los compuestos indicadores del estrés y defensas. Al concluir el experimento, 37 
días desde aplicación (37 DDA), en R4 (Fehr y Caviness, 1977), se tomaron otras 3 
muestras para estudiar el estado final de las defensas. De cada muestra se analizaron 
tanto los tejidos foliares, como los radiculares.  
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Se estimaron, por métodos espectrofotométricos (Noriega et al., 2007; Zilli et al., 2009) 
los niveles de GSH y la detección de TBARS. También, la actividad de sistemas 
isoenzimáticos relacionados con mecanismos de defensa en la planta; CAT (Becana et 
al., 1986) LOX, PAL, PPO, GPOX y GR. También se cuantificaron las enzimas 
relacionadas con la patogénesis:  1,3 glucanasas.  
Además, se efectuó un estudio preliminar antes de aplicar los tratamientos, en el cual se 
analizó si la inoculación del patógeno en las plantas había resultado efectiva y si había 
cambios en relación al estado oxidativo y en las enzimas de defensa de la planta debidos 
al hongo. Las muestras se tomaron a los 15 días desde de la inoculación (15 DDI). En 
este caso se evaluó, además, la localización in vivo de peróxido de hidrógeno y anión 
superóxido en raíces. 
Los resultados se analizaron mediante ANOVA por cada fecha y para cada tejido 
examinado y test de comparación de medias DGC, con un α de 0,05. Además, para 
estudiar las relaciones entre las variables correspondientes a la actividad enzimática y 
las UFC/ g raíz se llevó a cabo un Análisis de Componentes Principales (PCA). Antes 
de aplicar el PCA se analizó el índice de Kaiser- Meyer-Olkin (KMO) para comprobar 
si era adecuado factorizar las variables originales de forma eficiente.  
A continuación, se detallan los distintos métodos de cuantificación utilizados para los 
diferentes compuestos. 
 
4.2.1-  Determinación de parámetros de estrés oxidativo 
4.2.1.1-  Localización in situ de O2
- 
Las raíces controles y las inoculadas se sumergieron en una solución de 0.1% de azul 
de nitrotetrazolio (NBT) en buffer fosfato de potasio (pH 6,4), conteniendo azida 
sódica 10 mM. Se infiltraron al vacío durante 5 min y se iluminaron hasta la formación 
de un precipitado oscuro. Las raíces se blanquearon por inmersión en etanol para 
visualizar las manchas oscuras (Zilli et al., 2009).  
4.2.1.2-  Localización in situ de H2O2 
Las raíces se sumergieron en una solución de 3,3’-Diaminobencidina (DAB) en buffer 
Tris-HCl pH 6,5 y se infiltraron al vacío durante 5 min. Luego se incubaron 2 h 
aproximadamente hasta que aparecieron manchas marrones características de la 
reacción de DAB con H2O2. Las raíces se blanquearon con etanol para visualizar las 
manchas (Zilli et al., 2009). 
4.2.1.3-  Determinación de TBARS 
Las muestras frescas se homogeneizaron en solución de ácido tricloroacético (TCA) al 
20% (p/v) y se centrifugaron a 3500×g durante 20 min. A una alícuota del 
sobrenadante (1 ml) se le adicionó 1 ml de solución de TCA al 20 % (p/v) conteniendo 
0,5% (p/v) de ácido tiobarbitúrico y 100 µl de hidroxitolueno butilado al 4% en etanol. 
La mezcla se calentó a 95°C durante 30 min y se enfrió en hielo. Se centrifugó a 
10000×g durante 15 min y se determinó la absorbancia a 532 nm. La concentración de 
TBARS se calculó utilizando el coeficiente de extinción molar de 155/mM.cm (Zilli et 
al., 2009). 
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4.2.1.4-  Determinación del contenido de GSH 
Los tioles no proteicos de las muestras se extrajeron en HCl 0,1 N (pH 2,0), relación 
1:10 p/v (Schupp y Rennenberg, 1988). Se determinó el GSH total utilizando una 
mezcla de incubación estándar consistente en: 0,1 M de buffer fosfato de potasio (pH 
7,5) conteniendo 6,3 mM de EDTA, 0,2 mM de NADPH, 0,6 mM de DTNB y 100 µl 
del homogenato durante 12-15 min a 30ºC; luego se agregaron 0,2 U/ml de glutatión 
reductasa y se midió el aumento de absorbancia a 412 nm debido a la formación de 
ácido 5-tio-(2-nitrobenzoico) (TNB). La curva estándar se obtuvo utilizando distintas 
concentraciones de una solución de GSH. Se graficó la pendiente en función de los 
equivalentes de GSH (Anderson, 1985). 
 
4.2.2-  Determinación de la actividad de las enzimas antioxidantes y de defensa 
Para determinar la actividad de las distintas enzimas, en primer lugar, se efectuó la 
extracción enzimática de los tejidos tanto foliares como radiculares. Para ello, se 
confeccionó un buffer de extracción PiK 50 mM, pH 7,2.   
Se tomaron las muestras de hojas y raíces, las cuales se conservaron en freezer a - 40ºC 
en bolsas plásticas destinadas para tal fin (Fig. 4.6 (A)). A cada una de las bolsas, se le 
adicionó el buffer de extracción descripto anteriormente en una relación 1/10 p/v (Fig. 
4.6 (B)). Además, a cada muestra se le agregaron 0,05 g de polivinilpirrolidona (PVP). 
Una vez hecho esto, se machacaron los tejidos junto con el buffer dentro de las bolsas 
(Fig. 4.6 (C)). Se pasaron a tubos eppendorf de 1,5 ml y se centrifugó por 30 min a 
15.000 rpm, a una temperatura de 4ºC. 
Luego, se separó el sobrenadante, se colocó en nuevos tubos eppendorf limpios y se 
descartó el pellet. Los tubos conteniendo el sobrenadante se conservaron en un freezer a 
-40ºC hasta el momento de las determinaciones (Balestrasse et al., 2001). 
 
4.2.2.-  Determinación de la actividad de las enzimas antioxidantes 
4.2.2.1.- Determinación de la actividad de CAT 
El medio de reacción contenía 150 µl del homogenato, buffer fosfato de potasio 50 
mM (pH 7,2) y 2 mM H2O2. La actividad de CAT se determinó a 30ºC, midiendo la 
disminución de la absorbancia a 240 nm debida al consumo del peróxido de 
hidrógeno. Se determinó la constante de reacción de pseudo-primer orden (k' = k 
[CAT]) de la disminución de la absorbancia del H2O2  y el contenido de CAT se 
calculó en pmol/mg proteína usando una k = 4,7x107 M/s (Chance et al., 1979). 
 
4.2.2.2 -  Determinación de la actividad de GR 
La actividad de GR se midió a 28ºC como la disminución de la absorbancia a 340 nm 
debida a la oxidación de NADPH. La mezcla de reacción contenía 200 µl del 
sobrenadante del extracto, 50 mM de buffer Tris-ClH (pH 7,5), 1 mM de EDTA, 0,5 
mM de GSSG, 0,15 mM de NADPH y 3 mM de MgCl2 (Schaedle y Bassham, 1977).  
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4.2.2.3 - Determinación de la actividad de GPOX 
La actividad de la guaiacol peroxidasa se midió como el incremento en la absorbancia 
a 470 nm debido a la formación de tetraguaiacol (coeficiente de extinción= 26,6 
mM/cm) a 30ºC. El medio de reacción contenía 30 μl de extracto, buffer fosfato de 
potasio 50 mM pH 7,0, 0,1 mM EDTA, 10 mM de guaiacol y 10 mM de H2O2. Una 
unidad enzimática se define como los μmoles de guaiacol oxidado/min mg proteína 
(Balestrasse et al., 2001).  
 
4.2.2.2- Determinación de la actividad de las enzimas de defensa 
4.2.2.4- Determinación de la actividad de PAL 
En primer lugar se preparó un Buffer TRIS-HCl 50 mM pH 7,6 + EDTA consistente 
en 7,8014 g de TRIS Base, 4,5 ml de HCl y 0,29 g de EDTA en 1 litro de agua 
destilada. Luego, se confeccionó una solución de L-fenilalanina con 6,93 g de L-
fenilalanina en 350 ml de Buffer TRIS-HCl (Assis et al., 2001). 
Se colocaron 1,8 ml de la solución de L-fenilalanina en tubos de hemólisis y se les 
adicionaron 200 μl del extracto enzimático descripto anteriormente. Los tubos se 
incubaron a 40ºC por 2 h, midiendo la absorbancia a 290 nm a tiempo 0, 45, 90 y 120 
(min). De esta forma se obtuvo una pendiente a lo largo del tiempo. Los resultados se 
expresan en mol ác. cinámico/ min mg proteína (Assis et al., 2001).  
 
4.2.2.5-  Determinación de la actividad de PPO 
Se preparó una solución de catecol, disolviendo 2,20 g de catecol en 200 ml de agua 
destilada de acuerdo a Chen et al. (2000).  
En tubos de hemólisis de vidrio se colocaron 800 μl de la solución de catecol, 100 μl 
de agua destilada y 100 μl de extracto enzimático de las muestras de hoja y raíz 
recolectadas. Se agitó para homogeneizar y se dejó incubar a 25ºC por 15 min. La 
absorbancia se registró a tiempo 0 y 15 min, a una longitud de onda de 420 nm. Los 
resultados se expresan como ΔAbs/min mg proteína (Chen et al., 2000).   
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Una unidad enzimática corresponde a los µmoles de NADPH oxidados/min mg proteína (Schaedle y Bassham, 1977). 
 
 
 
 
 
Figura 4.6 Proceso de extracción proteica: muestras de tejido foliar de soja pesadas y listas para congelar a -40ºC (A); disposición del Buffer de extracción dentro de las bolsas de muestras de 
tejido de soja (B); extracto obtenido al machacar las muestras mencionadas (C). 
(A) (B) (C) 
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4.2.2.6-  Determinación de la actividad de  1,3 glucanasa 
Se confeccionó una solución de laminarina con 0,72 g de laminarina en 18 ml de agua 
destilada. Por otro lado, se preparó una solución de ácido dinitrosalicílico (DNS) 
disolviendo 0,035 g en 70 ml de agua destilada. 
En tubos de hemólisis de vidrio, se colocaron 100 μl de laminarina, luego se 
incorporaron 200 μl del extracto enzimático obtenido de los tejidos muestreados. Se 
incubó 10 min a 40ºC. Cumplido este tiempo, se agregaron 375 μl de la solución de 
DNS en los tubos y se llevó a agua hirviendo por 5 min. Luego, se le agregaron 4,5 ml 
de agua destilada a todos los tubos y se homogeneizó. Finalmente, se midió la 
absorbancia a 500 nm (Pan et al., 1991). 
 La actividad enzimática se determinó por medición del nivel de producción de 
azúcares reductores (Nelson, 1944) y se expresó en términos de actividad específica 
como mg de glucosa /min mg de proteína. 
4.2.2.7-  Determinación de la actividad de LOX 
Se confeccionó un Buffer de determinación de Citrato PiNa 0,2 M, pH 6,5 (citrato = 
0,2612 g/100 ml; PO4Na2H (12 H2O) = 2,6098 g/100 ml) con 0,25% (v/v) de Tween 
20 y ácido linoléico 2,28 10-4 M (0,0068 g/100 ml) (Borthakur et al., 1987). 
Para cada determinación, se colocaron 30 μl del extracto enzimático de los tejidos 
vegetales muestreados y 970 μl del Buffer de determinación en una cubeta de cuarzo. 
Se agitó para homogeneizar y se midió la absorbancia a 234 nm debida a la oxidación 
del ácido linoléico (adición de O2 cis-1,4). La medición se realizó durante 5 min a 
25ºC. Se utilizó un coeficiente de extinción molar de 25.000/ M.cm (Axelrod, 1974).  
La actividad de LOX se expresa como Δabsorbancia/min mg de proteína. 
 
4.2.3-  Determinación de proteínas totales 
Se realizó de acuerdo al método de Bradford (1976) usando como solución patrón 
albúmina de suero bovino.  
En primer lugar, se preparó la solución “Bradford”, la cual contenía 0,01% (p/v) de 
Coomasie Brilliant Blue G-250, 4,7% (p/v) de etanol, 8,5% (p/v) de ácido fosfórico. 
Se llevó a un volumen final de 1 litro y se pasó inmediatamente por papel de filtro. 
Luego, se preparó una solución patrón de proteínas 10 μg/μl de albúmina y se 
confeccionó una curva de calibración de 0 -10 μg en un volumen final de 0,1 ml 
ajustando con el buffer apropiado. 
Una vez obtenida la curva patrón, se procedió a la medición de las proteínas totales. 
Para ello, se colocó 1 ml de solución “Bradford” en tubos de hemólisis de vidrio y se 
les agregaron 5 μl de extracto en el caso de que el tejido fuera hoja y 10 μl en el caso 
de que se tratase de raíz.  Se mezcló y se dejó reposar por 2 min para luego medir la 
absorbancia a 595 nm. 
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4.3- RESULTADOS 
4.3.1-  Impacto de la infección de M. phaseolina in vivo sobre el estado oxidativo de 
plantas de soja RR y de enzimas relacionadas con la defensa (15 DDI) 
 
4.3.1.1-  Determinación de parámetros de estrés oxidativo 
 
4.3.1.1.1- Localización in situ de O2
- 
En la Figura 4.7 se puede observar que las raíces testigo provenientes de plantas sanas, 
presentan una coloración clara. Sin embargo, las raíces atacadas con el patógeno se 
encuentran más oscuras, teñidas con una coloración azulada. Esto indica que hay una 
mayor cantidad de anión superóxido en las raíces infectadas.  
 
 
  
        
 Figura 4.7 Raíces de soja teñidas con NBT (azul de nitrotetrazolio). Izq.: testigo; der: raíces inoculadas con el 
patógeno (M. phaseolina).       
 
 
 
 
 
 
 
Testigo sin inocular Macrophomina phaseolina 
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4.3.1.1.2- Localización in situ de H2O2 
 
Nuevamente, las raíces infectadas por M. phaseolina se perciben más oscuras que las 
raíces sanas (Fig. 4.8). Esta tinción más oscura da cuenta del incremento de la 
producción del peróxido de hidrógeno in situ, lo cual podría estar relacionado con la 
generación de estrés oxidativo causado por el hongo. 
 
 
   
 
Figura 4.8 Raíces de soja teñidas con DAB (3,3’-Diaminobencidina). Izq.: testigo; der: raíces inoculadas con el 
patógeno (M. phaseolina).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Testigo sin inocular Macrophomina phaseolina 
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4.3.1.1.3-  Contenido de TBARS  
 
El contenido de TBARS fue mayor para el tratamiento inoculado en comparación con 
el testigo (p < 0,05), tanto en las raíces como en hojas (Fig. 4.9). Sin embargo, en los 
tejidos radicales el daño fue mucho más marcado. 
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Figura 4.9 Contenido promedio de TBARS para muestras de hojas y raíces de soja para dos tratamientos: Testigo 
(columnas blancas) y M. phaseolina (columnas negras), 15 días después de la inoculación. Las barras sobre las 
columnas corresponden al desvío estándar de las medias. Letras distintas indican diferencias significativas entre 
tratamientos para hoja y raíz (p < 0,05) (Test DGC). Los números entre paréntesis indican % de variación del 
contenido de TBARS respecto del testigo. 
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4.3.1.1.4-  Contenido de GSH  
 
Con respecto al contenido de GSH, éste también resultó significativamente mayor en 
el tratamiento con M. phaseolina (Fig. 4.10). Las diferencias entre los tratamientos 
fueron notables tanto en los tejidos radiculares como en los foliares.  
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Figura 4.10 Contenido medio de GSH para muestras de hojas y raíces de soja para dos tratamientos: Testigo 
(columnas blancas) y M. phaseolina (columnas negras), 15 días después de la inoculación. Las barras sobre las 
columnas corresponden al desvío estándar de las medias. Letras distintas indican diferencias significativas entre 
tratamientos para hoja y para raíz (p< 0,05; Test DGC). Los números entre paréntesis indican % de variación del 
contenido de GSH respecto del testigo.  
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4.3.1.1.5-  Actividad de las enzimas antioxidantes  
La actividad de CAT resultó significativamente mayor en las plantas inoculadas con el 
hongo (Tabla 4.1). Nuevamente, en la raíz la actividad fue marcadamente mayor que en 
los tejidos foliares. 
Tanto la enzima GR, como la GPOX siguieron la tendencia de CAT y vieron 
incrementada su actividad por la infección de M. phaseolina en la parte subterránea y 
en la parte aérea de la planta (Tabla 4.1). De nuevo, en el tejido radical las diferencias 
fueron más relevantes.  
Los datos de la actividad de GR en raíz fueron transformados mediante Log10 para 
cumplir con los supuestos del ANOVA. 
Todo esto indica que la infección de Macrophomina phaseolina activó los mecanismos 
antioxidantes enzimáticos de la planta.  
 
4.3.1.1.6- Actividad de las enzimas de defensa 
La actividad de las enzimas PAL, PPO, β 1,3 glucanasa y LOX se registró solamente en 
los tejidos foliares, debido a que los extractos de los tejidos radicales 15 DDI, no fueron 
suficientes para analizar todas las enzimas programadas. 
Estas enzimas, siguieron la misma tendencia que las enzimas antioxidantes: todas 
mostraron una mayor actividad en los tratamientos infectados (Tabla 4.2), a excepción 
de PPO, la cual mostró una mayor actividad para la planta sana que la enferma. 
La diferencia más importante entre los tratamientos infectados vs no infectados se 
percibió para la enzima PAL (Tabla 4.2). 
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Tabla 4.1 Actividad media para las enzimas CAT, GR y GPOX y % de variación de la actividad de las mismas para los distintos tratamientos respecto del testigo, en hojas y raíces de soja, 15 
días después de la inoculación con M. phaseolina. Letras distintas indican diferencias significativas (p < 0,05; Test DGC).  
 
 
 
 
Enzima 
 
 
 
 
 
Tratamiento 
CAT 
Hoja 
 
(µmoles de 
H2O2  
consumidos/ 
min mg prot) 
CAT 
Hoja 
 
%        
variación 
respecto 
del 
testigo 
CAT 
Raíz 
 
(µmoles de 
H2O2 
consumidos
/ 
min mg 
prot) 
CAT 
Raíz 
 
% variación 
respecto del 
testigo 
GR 
Hoja 
 
(nmoles 
de 
NADPH/ 
min mg 
prot) 
GR 
Hoja 
 
%  
Variación 
 respecto 
 del testigo 
GR 
Raíz 
 
(nmoles 
de 
NADPH/ 
min 
mg prot) 
GR 
Raíz 
 
%  
variación 
respecto 
del 
testigo 
GPOX 
Hoja 
 
(µmoles de 
 guaiacol/ 
min mg prot) 
GPOX 
Hoja 
 
%  
variación 
respecto 
del 
testigo 
GPOX 
Raíz 
 
(µmoles de 
guaiacol/ 
min 
mg prot) 
GPOX 
Raíz 
 
 
%  variación 
respecto  
del 
testigo 
             
Testigo 7,12 b - 3,26 b - 0,0002 b - 0,012 b - 0,01 b - 0,29 b - 
             
M. 
phaseolina  
11,67 a +63,9 97,89 a +2902,76 0,01 a +4900 0,27 a +2150 0,02 a +100 0,42 a   +44,83 
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Tabla 4.2 Media de la actividad de las enzimas PAL, PPO, β 1,3 glucanasa y LOX y su % de variación para los distintos tratamientos respecto del testigo en hojas de soja, 15 días después de la 
inoculación con M. phaseolina. Letras distintas indican diferencias significativas (p < 0,05; Test DGC).
Enzima 
 
 
 
Tratamiento 
PAL  
 
(moles de ác 
cinámico/min 
mg prot) 
PAL  
 
% variación 
respecto del 
testigo 
PPO  
 
(ΔAbs/min
mg prot) 
PPO  
 
% 
variación 
respecto 
del testigo 
β 1,3 
glucanasa  
 
(mg glucosa/ 
min mg 
prot) 
β 1,3 
glucanasa 
  
% variación 
respecto del 
testigo 
LOX  
 
(ΔAbs/min 
mg prot) 
LOX  
 
% 
variación  
respecto 
del testigo 
         
Testigo 188,14 b - 0,036 a - 0,00965 b - 0,000031 b - 
         
M. phaseolina  573,74 a +294,95 0,028 a -22,22 0,01247 a +29,22 0,000048 a  +54,83 
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4.3.2- Efectos del glifosato y del Phi de Mn in vivo sobre el estado oxidativo de 
HOJAS de soja y de enzimas relacionadas con la defensa 
4.3.2.1-  Siete días desde aplicación (7 DDA) 
4.3.2.1.1- Contenido de TBARS  
En este caso la triple interacción de los factores: M. phaseolina – glifosato – Phi Mn no 
fue significativa (Fig. 4.11). En cambio, las interacciones: M. phaseolina-glifosato y 
glifosato-Phi Mn, sí lo fueron.  
Para la interacción M. phaseolina-glifosato, los tratamientos que contenían M. 
phaseolina sin glifosato fueron, en promedio, los de mayor contenido de TBARS 
significativamente, con un 39% más que los tratamientos que no contenían al hongo 
(Fig. 4.11, (1)). Los tratamientos que contenían M. phaseolina y glifosato, no se 
diferenciaron estadísticamente de aquellos que no contenían ninguno de estos factores. 
Sin embargo, los tratamientos que contenían el patógeno y el herbicida mostraron una 
reducción del 6% del contenido de TBARS con respecto a los tratamientos que 
contenían M. phaseolina sin glifosato (Fig. 4.11, (1)). 
En el caso de la interacción significativa glifosato-Phi Mn, los tratamientos que no 
contenían ni el herbicida ni el Phi resultaron ser los de mayor contenido de TBARS 
(Fig. 4.11, (2)). Es importante destacar que dentro de este tratamiento se engloba a los 
testigos absolutos (sanos) y los testigos inoculados con M. phaseolina.  De esta manera, 
es coherente con lo que se observó anteriormente para la interacción (M. phaseolina-
glifosato).  
Los tratamientos que contenían Phi Mn sólo, fueron los que presentaron 
significativamente el menor contenido de TBARS (p < 0,05) con una reducción del 31% 
con respecto a los testigos (Fig. 4.11 (2)).   
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Figura 4.11 Contenido medio de TBARS en hojas de soja, 7 días después la aplicación de los tratamientos. Se 
presentan las únicas interacciones entre factores que resultaron significativas: M. phaseolina-glifosato (1) y glifosato-
Phi Mn (2). Las barras indican los desvíos estándar de las medias. Letras distintas representan diferencias 
significativas al 5% (Test DGC). Los números entre paréntesis indican diferencias porcentuales del contenido de 
TBARS para los distintos tratamientos, respecto de los testigos sanos y testigos inoculados (**). (M.p: 
Macrophomina phaseolina) 
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4.3.2.1.2- Contenido de GSH 
 
Para GSH, la triple interacción entre los factores resultó significativa (Fig. 4.12). En 
este caso el mayor contenido (p < 0,05) se observó para el tratamiento M.p + Phi Mn 
con un incremento del 25% respecto del testigo inoculado (Fig. 4.12). El tratamiento 
M.p + glifosato no difirió significativamente del testigo inoculado. 
Para los casos no inoculados, en todos los tratamientos se observó un contenido 
significativamente menor de GSH que en el testigo absoluto (sano) (Fig. 4.12). Los 
tratamientos Phi Mn y glifosato + Phi Mn no mostraron diferencias significativas entre 
sí. El tratamiento de glifosato sólo, redujo en un 18% el contenido de GSH con respecto 
del testigo no inoculado (Fig. 4.12). 
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Figura 4.12 Contenido medio de GSH en hojas de soja, 7 días después de la aplicación de los tratamientos. Las barras 
indican los desvíos estándar de las medias. Letras distintas representan diferencias significativas (p < 0,05; Test 
DGC). Los números entre paréntesis indican % de variación del contenido de GSH para los distintos tratamientos, 
con respecto al testigo sano y al testigo inoculado (**) (M.p: Macrophomina phaseolina, glifo: glifosato) 
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4.3.2.1.3-  Actividad de las enzimas antioxidantes 
 
La mayor actividad de CAT en hojas, 7 DDA, se observó para el tratamiento M.p + 
glifosato + Phi Mn (Fig. 4.13, (1)) con un incremento de la actividad de un 228% con 
respecto al testigo inoculado (M. phaseolina) (Tabla 4.3). El tratamiento M.p + 
glifosato fue el tratamiento inoculado con menor actividad de CAT significativamente 
(Fig. 4.13, (1)). Éste redujo la actividad enzimática de CAT en un 37% en relación al 
testigo inoculado (Tabla 4.3). 
Con respecto a los tratamientos sanos, el Phi Mn demostró la mayor actividad CAT 
con un incremento de 252% respecto del testigo sano (Tabla 4.3). Finalmente, el 
tratamiento que presentó la menor actividad de CAT fue el del glifosato sólo. Éste no 
mostró diferencias significativas con el tratamiento M.p + glifosato ni con el 
tratamiento testigo sano (Fig. 4.13, (1)).  
En lo que respecta a la enzima GR, el tratamiento que presentó la mayor actividad de 
forma significativa fue M. phaseolina (Fig. 4.13, (2)), con un incremento del 55% 
respecto del testigo sano (Tabla 4.3). De los tratamientos inoculados, el de menor 
actividad fue M.p + glifosato con una reducción del 69% de la actividad de la enzima en 
comparación al testigo inoculado. Sin embargo, dicho tratamiento no difirió 
significativamente de M.p + glifosato + Phi Mn (Fig. 4.13, (2)). 
La actividad de GR de los tratamientos no inoculados en todos los casos se ubicó por 
debajo del testigo (Fig. 4.13, (2)). El tratamiento glifosato + Phi Mn fue el de menor 
actividad GR y no hubo diferencias significativas con el tratamiento M.p + Phi Mn 
(Tabla 4.3). 
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Figura 4.13 Actividad media de las enzimas antioxidantes CAT (1), GR (2) y GPOX (3) medidas en hojas de plantas de soja, 7 días después de la aplicación de los tratamientos. Las barras 
indican los desvíos estándar de las medias. Letras distintas representan diferencias significativas (p < 0,05; Test DGC).  (M.p: Macrophomina phaseolina, glifo: glifosato) 
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Tabla 4.3 Diferencias porcentuales de la actividad de las enzimas CAT, GR y GPOX para los disntintos tratamientos 
con respecto al testigo sano y al testigo inoculado (**) para hojas de soja, 7 días después de la inoculación. (M.p: 
Macrophomina phaseolina, glifo: glifosato). 
 
En el caso de la enzima GPOX, la mayor actividad se detectó para el tratamiento M.p + 
glifosato + Phi Mn (Fig. 4.13, (3)). Este tratamiento generó un incremento del 109% de 
la actividad de la enzima respecto del testigo inoculado (Tabla 4.3). El tratamiento M.p 
+ Phi Mn generó una disminución significativa de la actividad GPOX de un 53% en 
relación al testigo inoculado (Fig. 4.13, (3) y Tabla 4.3) . 
Los tratamientos con Phi Mn y glifosato sólo, no difirieron del testigo absoluto (sano) 
(Fig. 4.13, (3)); mientras que la mezlca de glifosato + Phi Mn, sí (+150%, Tabla 4.3). 
 
 4.3.2.1.4-  Actividad de las enzimas de defensa 
La actividad de PAL fue significativamente mayor para el tratamiento M.p + Phi Mn 
(Fig. 4.14, (1)) con un 208% más de actividad que el testigo inoculado (M. phaseolina) 
(Tabla 4.4). El tratamiento M.p + glifosato + Phi Mn resultó no diferir del testigo 
inoculado (Fig. 4.14, (1)). Mientras que la menor actividad de PAL se detectó para M.p 
+ glifosato (Fig. 4.14,(1)), con una disminución del 55% de la actividad respecto del 
testigo inoculado (Tabla 4.4).  
El tratamiento de Phi Mn sólo, mostró un aumento significativo de 10% en la actividad 
con respecto al testigo absoluto (sano) (Tabla 4.4). Finalmente, de los tratamientos no 
tratados con el patógeno, el de menor actividad enzimática significativa fue la mezcla de 
glifosato + Phi Mn (-39%) (Fig. 4.14, (1) y Tabla 4.4).  
Con respecto a la enzima PPO, la mayor actividad se observó para M.p + glifosato + Phi 
Mn (Fig. 4.14, (2)). Este tratamiento presentó un incremento de la actividad de la 
enzima del 12% con respecto al testigo inoculado (Tabla 4.4). No obstante, ese 
incremento no fue estadísticamente significativo. 
El tratamiento M.p + glifosato generó una merma significativa de la actividad con 
respecto del testigo inoculado, del 12% (Tabla 4.4). Así también lo hizo el tratamiento 
M.p + Phi Mn, pero de forma más marcada (-30%) (Figura 4.14, (2); Tabla 4.4). Éste 
último no se diferenció de los tratamientos glifosato y glifosato+Phi Mn. 
 
 
Enzima 
Tratamiento 
CAT 
 
GR 
 
GPOX 
 
Testigo - - - 
glifosato -3,72 -20,69 +25 
Phi Mn +252,48 -20,69 +37,5 
glifo + Phi Mn +54,04 -37,93 +150 
M. phaseolina  +84,19 +55,17 +300 
M.p + glifosato -37,33** -68,88** +59,37** 
M.p + Phi Mn +67,66** -57,77** -53,12** 
M.p + glifo + Phi Mn +228,34** -66,66** +109,37** 
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Tabla 4.4 Diferencias porcentuales de la actividad de las enzimas PAL, PPO y β 1,3 glucanasa para los distintos 
tratamientos con respecto al testigo sano y al testigo inoculado (**) en hojas de soja, 7 días después de la aplicación.  
(M.p: Macrophomina phaseolina, glifo: glifosato). 
 
Los tratamientos Phi Mn, glifosato + Phi Mn, M.p + Phi Mn y M.p + glifosato + Phi 
Mn presentaron la mayor actividad de β 1,3 glucanasa y no fueron estadísticamente 
distintos entre sí (Fig. 4.14,(3)). El Phi Mn generó un incremento de la actividad con 
respecto al testigo sano de un 22% (Tabla 4.4). Por último, M.p + glifosato demostró 
tener la menor actividad de β 1,3 glucanasa con un 18% menos que el testigo 
inoculado (Fig. 4.14, (3); Tabla 4.4). 
En el caso de la actividad de LOX, la única interacción significativa fue la de 
glifosato-Phi Mn. Los datos de esta enzima fueron transformados mediante raíz 
cuadrada para cumplir con los supuestos del ANOVA.  
En este caso, la mayor actividad se detectó para aquellos tratamientos que incluían 
glifosato en combinación con Phi Mn, aunque no se diferenciaron de los testigos (Fig. 
4.14, (4)). La menor actividad de LOX se observó para aquellos tratamientos que 
contenían glifosato sin Phi Mn, con una reducción de la actividad del 31% (Fig. 4.14, 
(4)). 
Enzima 
Tratamiento 
PAL 
 
PPO 
 
β 1, 3 glucanasa 
 
 Testigo - - - 
glifosato  -14,51 -30,55 +6,42 
Phi Mn  +10,34 -2,77 +22,01 
glifo + Phi Mn -38,60 -33,33 +13,76 
M. phaseolina  -16,06 -8,33 +3,67 
M.p + glifosato       -55,22** -12,12** -17,69** 
M.p + Phi Mn     +208,18** -30,30** +9,73** 
M.p + glifo + Phi Mn       +3,20** +12,12** +14,16** 
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Figura 4.14 Actividad media de las enzimas PAL (1), PPO (2), β 1,3 glucanasa (3) y LOX (4) en hojas de soja, 7 días después de la aplicación de los tratamientos. Para LOX se muestra la única 
interacción entre factores que resultó significativa: glifosato- Phi Mn. Las barras indican los desvíos estándar de las medias. Letras distintas representan diferencias significativas (p<0,05; Test DGC). 
Los números entre paréntisis representan el % de variación de la actividad de cada enzima para los distintos tratamientos vs los testigos. (M.p: Macrophomina phaseolina, glifo: glifosato)  
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4.3.2.2- Treinta y siete días desde aplicación (37 DDA) 
4.3.2.2.1- Contenido de TBARS  
El contenido de TBARS no se diferenció estadísticamente entre los tratamientos 
glifosato, M. phaseolina, M.p + Phi Mn y M.p + glifosato (Fig. 4.15). Éstos 
presentaron el mayor contenido de TBARS, siendo el glifosato (+21%) y M. 
phaseolina (+27%) los de mayor incremento con respecto al testigo sano. 
El Phi Mn, presentó una reducción significativa del contenido de TBARS con respecto 
al testigo (-11%). M.p +  glifosato + Phi Mn generó el mínimo contenido de estas 
sustancias, con una disminución del 44% respecto del testigo inoculado (Fig. 4.15). 
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Figura 4.15 Contenido promedio de TBARS en hojas de soja, 37 días después de la aplicación de los tratamientos. 
Las barras sobre las columnas corresponden al desvío estándar de las medias. Letras distintas indican diferencias 
significativas entre tratamientos (p < 0,05; Test DGC). Los números entre paréntesis indican diferencias porcentuales 
del contenido de TBARS para los distintos tratamientos con respecto al testigo sano y al testigo inoculado (**).  
(M.p: Macrophomina phaseolina) 
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4.3.2.2.2- Contenido de GSH 
El mayor contenido de GSH se observó para glifosato, glifosato + Phi Mn, M. 
phaseolina, M.p + Phi Mn y M.p + glifosato (Fig. 4.16). Estos tratamientos no 
difirieron estadísticamente entre sí. Sin embargo, se diferenciaron estadísticamente del 
testigo sano con incrementos en el contenido de GSH de hasta el 91% para M. 
phaseolina (Fig. 4.16). Los tratamientos Phi Mn y M.p + glifosato + Phi Mn no se 
distinguieron entre sí y presentaron los menores contenidos de GSH.        
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Figura 4.16 Contenido medio de GSH en hojas soja, 37 días después de la aplicación de los tratamientos. Las barras 
sobre las columnas corresponden al desvío estándar de las medias. Letras distintas indican diferencias significativas 
entre tratamientos (p<0,05; Test DGC). Los números entre paréntesis indican diferencias porcentuales del contenido 
de GSH para los distintos tratamientos con respecto al testigo sano y al testigo inoculado (**). (M.p: Macrophomina 
phaseolina)  
 
 
4.3.2.2.3- Actividad de las enzimas antioxidantes 
La actividad de CAT fue significativamente mayor para M.p + Phi Mn (Fig. 4.17, (1)), 
con un incremento de la actividad del 217% por encima del testigo inoculado (Tabla 
4.5).   
En los tratamientos no inoculados, el que demostró la mayor actividad fue el Phi Mn 
con un 44% más de actividad que el testigo sano (Fig. 4.17, (1); Tabla 4.5). Los 
tratamientos glifosato y glifosato + Phi Mn redujeron la actividad de CAT 
significativamente por debajo del testigo en un 53% y 40% respectivamente, pero no 
se diferenciaron entre sí (Fig. 4.17, (1); Tabla 4.5).   
En el caso de GR la mayor actividad se registró para Phi Mn y M. phaseolina, los 
cuales no se diferenciaron estadísticamente entre sí (Fig. 4.17, (2)). Los demás 
tratamientos inoculados redujeron la actividad de GR respecto del testigo inoculado y 
no mostraron ser distintos entre sí. En el caso de los tratamientos no inoculados, 
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glifosato + Phi Mn fue el de menor actividad de GR, con una disminución de la 
actividad del 18% (Tabla 4.5). 
Contrariamente a lo que se describió anteriormente para la CAT y la GR, la mayor 
actividad de GPOX se detectó para el tratamiento M.p + glifosato + Phi Mn (Fig. 4.17, 
(3)), el cual se destacó estadísticamente de los demás tratamientos y mostró  un 27% 
más de actividad que el testigo inoculado (Tabla 4.5).  
En los tratamientos no inoculados, no se detectaron diferencias entre Phi Mn y glifosato, 
los cuales presentaron mayor actividad que el testigo sano (+58%, en ambos casos) (Fig. 
4.17, (3); Tabla 4.5).  
 
 
  
 
 
 
 
 
Tabla 4.5 Diferencias porcentuales de la actividad promedio de las enzimas CAT, GR y GPOX para los distintos tratamientos con 
respecto al testigo sano y al testigo inoculado (**) para hojas de soja, 37 días después de la aplicación de los tratamientos. (M.p: 
Macrophomina phaseolina, glifo: glifosato). 
Enzima  
Tratamiento 
CAT 
 
GR 
 
GPOX 
 
   Testigo           - - - 
glifosato -53,37 +7,14 +57,89 
Phi Mn +43,94 +60,71 +57,89 
glifo + Phi Mn -40,47 -17,85 +26,31 
M. phaseolina     +56,25 +64,28 +110,52 
M.p + glifosato +65,71** -45,65** +2,5** 
M.p + Phi Mn +217,40** -47,82** -5** 
M.p + glifo + Phi Mn +13,46** -54,35** +27,5** 
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Figura 4.17 Actividad media de las enzimas CAT (1), GR (2) y GPOX (3) en hojas de plantas de soja, 37 días después de la aplicación de los tratamientos. Las barras indican los desvíos estándar 
de la media. Letras distintas representan diferencias significativas (p < 0,05; Test DGC). (M.p: Macrophomina phaseolina, glifo: glifosato) 
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4.3.2.2.4- Actividad de las enzimas de defensa 
El tratamiento de glifosato + Phi Mn fue el de mayor actividad de PAL (Fig. 4.18, (1)), 
67% más que el testigo no inoculado (Tabla 4.6). No se encontraron diferencias 
significativas entre este tratamiento y M.p + glifosato + Phi Mn (Fig. 4.18, (1)). El 
glifosato generó una disminución significativa de la actividad de PAL respecto del 
testigo sano (-33%) (Tabla 4.6). La mínima actividad de PAL se registró para el 
tratamiento M.p + glifosato con un 77% menos de actividad que el testigo inoculado 
(Fig. 4.18, (1); Tabla 4.6). 
Como se observa en la Figura 4.18, (2) y (3), tanto para la PPO como para la β 1,3 
glucanasa, la mayor actividad enzimática significativa se determinó para glifosato, 
seguido del Phi Mn. También para ambas enzimas, la menor actividad se observó para 
el tratamiento M.p + glifosato (-12% PPO; -58% β 1,3 glucanasa, Tabla 4.6). 
Para la actividad de LOX, sólo la interacción glifosato-Phi Mn resultó significativa. Se 
utilizó una metodología no paramétrica descripta por Scheirer et al. (1976) debido a que 
los supuestos del ANOVA no se cumplían. Se detectó una menor actividad significativa 
para los tratamientos que contenían la mezcla de glifosato + Phi Mn (Fig. 4.18, (4)). 
 
 
 
Tabla 4.6 Diferencias porcentuales de la actividad promedio de las enzimas PAL, PPO y β 1,3 glucanasa para los 
distintos tratamientos con respecto al testigo sano y al testigo inoculado (**) para hojas de soja, 37 días después de la 
aplicación. (M.p: Macrophomina phaseolina, glifo: glifosato). 
Enzima  
Tratamiento 
PAL 
 
PPO 
 
β 1, 3 
glucanasa 
 Testigo - - - 
glifosato -33,77 +18,75 +33,33 
Phi Mn +52,58 +6,25 +8,33 
glifo + Phi Mn +67,25 -21,87 -25 
M. phaseolina  +2,58 -25 0 
M.p + glifosato -76,61** -12,5** -58,33** 
M.p + Phi Mn -21,87** -16,66** -16,66** 
M.p + glifo + Phi Mn +56,22** +8,33** -25** 
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Figura 4.18 Actividad media de las enzimas de defensa PAL (1), PPO (2),  β 1,3 glucanasa (3) y LOX (4) en hojas de soja,  37 días después de la aplicación de los tratamientos. Las barras 
indican los desvíos estándar de las medias. En el caso de LOX (4) se muestra la única interacción entre factores significativa al 5%: glifosato-Phi Mn. Letras distintas representan diferencias 
significativas (p< 0,05; Test DGC). Los números entre paréntesis representan diferencias porcentuales de la actividad enzimática para los distintos tratamientos vs. los testigos. (M.p: 
Macrophomina phaseolina, glifo: glifosato) 
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4.3.3- Efectos del glifosato y del Phi Mn in vivo sobre el estado oxidativo de 
RAÍCES de soja y de enzimas relacionadas con la defensa  
 
4.3.3.1- Siete días desde aplicación (7 DDA) 
 
4.3.3.1.1- Contenido de TBARS 
El contenido de TBARS más importante se observó para el testigo inoculado (M. 
phaseolina) (Fig. 4.19). Dentro de los tratamientos inoculados el de menor peroxidación 
lipídica fue M.p + glifo + Phi Mn (-28% respecto del testigo inoculado). El glifosato se 
ubicó por debajo del testigo inoculado y fue el tratamiento no inoculado con mayor 
contenido de TBARS, con un 51% más que el testigo sano (Fig. 4.19). 
 
 
 
 
Testigo
Phi Mn
Glifosato
Glifo + Phi Mn
M. phaseolina
M.p + Phi Mn
M.p + Glifo
M.p + Glifo + Phi Mn
18
22
26
31
35
 
Figura 4.19 Contenido medio de TBARS en muestras de raíces de soja, 7 días después de la aplicación de los 
tratamientos. Las barras sobre las columnas corresponden al desvío estándar de las medias. Letras distintas 
representan diferencias significativas (p<0,05; Test DGC). Los números entre paréntesis indican diferencias 
porcentuales del contenido de TBARS para los distintos tratamientos con respecto al testigo sano y al testigo 
inoculado (**). (M.p: Macrophomina phaseolina, glifo: glifosato)  
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4.3.3.1.2- Contenido de GSH 
 
En lo que se refiere a GSH, M.p + glifosato mostró el contenido más alto de forma 
significativa (+30% que el testigo inoculado; Fig. 4.20). Los tratamientos M.p + Phi Mn 
y M.p + glifosato + Phi Mn mostraron el menor contenido de GSH y no se diferenciaron 
significativamente entre sí (Fig. 4.20).   
Todos los tratamientos no inoculados presentaron significativamente un menor 
contenido de GSH que el testigo absoluto, y el mínimo se registró para Phi Mn (Fig. 
4.20). 
 
Testigo
Phi Mn
Glifosato
Glifo + Phi Mn
M. phaseolina
M.p + Phi Mn
M.p + Glifo
M.p + Glifo + Phi Mn
16
43
70
97
125
 
Figura 4.20 Contenido medio de GSH en muestras de raíces de soja, 7 días después de la aplicación de los 
tratamientos. Las barras sobre las columnas corresponden al desvío estándar de las medias.  Letras distintas indican 
diferencias significativas (p < 0,05; Test DGC). Los números entre paréntesis representan diferencias porcentuales 
del contenido de GSH para los distintos tratamientos con respecto al testigo sano y al testigo inoculado (**). (M.p: 
Macrophomina phaseolina, glifo: glifosato)  
 
 
 
4.3.3.1.3- Actividad de las enzimas antioxidantes 
En cuanto a la actividad de CAT, sólo los factores M. phaseolina y Phi Mn resultaron 
significativos al 5% (Fig. 4.21). Los datos de CAT fueron analizados mediante 
metodología no paramétrica descripta por Scheirer et al. (1976), debido a que los 
supuestos del ANOVA no se cumplían. Para el caso del factor M. phaseolina, la 
actividad enzimática resultó mayor en ausencia del patógeno (Fig. 4.21, (1)). En lo que 
se refiere al factor Phi Mn, la presencia del mismo generó un aumento significativo 
(+47%) de la actividad de CAT comparado con los tratamientos que no contenían Phi 
Mn (Fig. 4.21, (2)). 
Tanto para la GR como para la GPOX la actividad enzimática fue superior para el 
tratamiento M.p + glifosato + Phi Mn (Fig. 4.21,(3) y (4)). En el caso de GR, dicho 
tratamiento fue seguido por M.p + Phi Mn que también demostró un incremento 
significativo de la actividad con respecto al testigo inoculado (+74%) (Tabla 4.7). El 
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glifosato presentó la actividad más alta de forma significativa en los tratamientos no 
inoculados, seguido del Phi Mn y el glifosato + Phi Mn (Fig. 4.21, (3)). 
El caso de GPOX fue similar, M.p + Phi Mn y M.p + glifosato generaron un aumento 
de la actividad frente al testigo pero ese aumento fue menor que el generado por M.p + 
glifosato + Phi Mn (Fig. 4.21, (4)).  
El glifosato registró la menor actividad GPOX de todos los tratamientos, de forma 
significativa (Fig. 4.21, (4)) con una reducción del 42% (Tabla 4.7). 
 
 
  
 
 
 
Tabla 4.7 Diferencias porcentuales de la actividad media de las enzimas GR y GPOX para los distintos tratamientos 
con respecto al testigo sano y al testigo inoculado (**) para raíces de soja, 7 días después de la aplicación de los 
tratamientos. (M.p: Macrophomina phaseolina, glifo: glifosato) 
Enzima 
Tratamiento 
GR 
 
GPOX 
 
Testigo - - 
glifosato +315,38 -41,66 
Phi Mn +192,31 +8,33 
glifo + Phi Mn +153,84 +41,66 
M. phaseolina  +284,61 +75 
M.p + glifosato +14** +33,33** 
M.p + Phi Mn +74** +23,81** 
M.p + glifo + Phi Mn +140** +66,66** 
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Testigo M. phaseolina
2
3
4
6
7
           
Sin Phi Mn Con Phi Mn
2
3
4
5
7
 
Testigo
Phi Mn
Glifosato
Glifo + Phi Mn
M. phaseolina
M.p + Phi Mn
M.p + Glifo
M.p + Glifo + Phi Mn
0,001
0,004
0,007
0,010
0,013
    
Testigo
Phi Mn
Glifosato
Glifo + Phi Mn
M. phaseolina
M.p + Phi Mn
M.p + Glifo
M.p + Glifo + Phi Mn
0,04
0,13
0,21
0,29
0,37
 
Figura 4.21 Actividad media para las enzimas antioxidantes CAT (1) y (2), GR (3) y GPOX (4) en raíces de soja, 7 días después de la aplicación de los tratamientos. En el caso de CAT se 
muestran los factores que resultaron significativos: M. phaseolina (1) y Phi Mn (2). Las barras indican los desvíos estándar de la media. Letras distintas representan diferencias significativas (p < 
0,05; Test DGC). Los números entre paréntesis representan diferencias porcentuales de la actividad de CAT entre los distintos tratamientos. (M.p: Macrophomina phaseolina, glifo: glifosato).  
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4.3.3.1.4- Actividad de las enzimas de defensa 
La inducción más importante de la enzima PAL en raíces 7 DDA, se registró para el 
tratamiento M.p + glifosato + Phi Mn (Fig. 4.22, (1)). Este tratamiento provocó un 
incremento del 407% de la actividad de PAL en relación al testigo inoculado (Tabla 
4.8). El tratamiento M.p + Phi Mn también generó un aumento significativo del 136% 
sobre el testigo inoculado (Tabla 4.8). 
De los tratamientos no inoculados, el Phi Mn indujo la actividad enzimática en un 
69% respecto del testigo sano. En cambio, el glifosato presentó la menor actividad de 
PAL de todos los tratamientos probados, significativamente (-40%) (Fig. 4.22, (1); 
Tabla 4.8). Los datos se transformaron mediante raíz cuadrada para cumplir los 
supuestos del ANOVA.  
Nuevamente, para la PPO y la β 1,3 glucanasa la mayor inducción significativa se 
registró en el tratamiento M.p + glifosato + Phi Mn (Fig. 4.22, (2) y (3)); con un 30% 
y un 22% más de actividad que el testigo inoculado, para la PPO y la β 1,3 glucanasa 
respectivamente (Tabla 4.8). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 4.8 Diferencias porcentuales de la actividad media de las enzimas PAL, PPO, β 1,3 glucanasa y LOX para los 
distintos tratamientos con respecto al testigo sano y al testigo inoculado (**) para raíces de soja, 7 días después de la 
aplicación.  (M.p: Macrophomina phaseolina, glifo: glifosato) 
 
 
Enzima 
 Tratamiento 
PAL 
 
PPO 
 
β 1, 3 
glucanasa 
 
LOX 
 
 Testigo - - - - 
glifosato -40,29 -13,21 +32,43 -45 
Phi Mn +68,68 +1,88 +6,75 -57,5 
glifo + Phi Mn -2,63 -25,52 +28,37 -35 
M. phaseolina  +12,68 -5,66 +29,72 +25 
M.p + glifosato +70,40** +6** -2,08** +20** 
M.p + Phi Mn +135,68** +2** -10,42** -12** 
M.p + glifo + Phi Mn +407,07** +30** +21,87** -48** 
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Testigo
Phi Mn
Glifosato
Glifo + Phi Mn
M. phaseolina
M.p + Phi Mn
M.p + Glifo
M.p + Glifo + Phi Mn
66
456
846
1236
1625
    
Testigo
Phi Mn
Glifosato
Glifo + Phi Mn
M. phaseolina
M.p + Phi Mn
M.p + Glifo
M.p + Glifo + Phi Mn
0,04
0,04
0,05
0,06
0,07
 
Testigo
Phi Mn
Glifosato
Glifo + Phi Mn
M. phaseolina
M.p + Phi Mn
M.p + Glifosato
M.p + Glifo + Phi Mn
0,006
0,008
0,009
0,011
0,012
     Testigo
Phi Mn
Glifosato
Glifo + Phi Mn
M. phaseolina
M.p + Phi Mn
M.p + Glifo
M.p + Glifo + Phi Mn
6,7E-06
1,3E-05
2,0E-05
2,6E-05
3,3E-05
 
Figura 4.22 Actividad de las enzimas PAL (1), PPO (2), β 1,3 glucanasa (3) y LOX (4) en raíces de soja, 7 días después de la aplicación de los tratamientos. Las barras indican los desvíos 
estándar de las medias. Letras distintas representan diferencias significativas (p < 0,05; Test DGC). (M.p: Macrophomina phaseolina, glifo: glifosato) 
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En el caso de PPO, la mínima inducción significativa se registró para el tratamiento 
glifosato + Phi Mn. Los tratamientos M.p + Phi Mn, M.p + glifosato y Phi Mn no se 
diferenciaron de los testigos (Fig. 4.22, (2)). 
La actividad de β 1,3 glucanasa no difirió significativamente entre los tratamientos, 
glifosato, glifosato + Phi Mn, M.p + glifosato y testigo inoculado (Fig. 4.22, (3)). La 
menor actividad se observó para los tratamientos Phi Mn y M.p + Phi Mn, los cuales 
no mostraron diferencias significativas entre sí ni con el testigo (Fig. 4.22, (3)). 
La actividad enzimática de LOX tuvo su pico para el tratamiento M.p + glifosato. 
Contrariamente a la tendencia que se venía manifestando en las enzimas anteriores, el 
tratamiento M.p + glifosato + Phi Mn presentó la menor actividad de LOX de los 
tratamientos inoculados en forma significativa (Fig. 4.22, (4)).  Con respecto a los 
tratamientos no inoculados, todos se ubicaron por debajo del testigo, con reducciones 
de la actividad de la enzima de hasta el 57% para Phi Mn (Fig. 4.22, (4); Tabla 4.8). 
Los datos de la actividad enzimática de LOX se transformaron mediante Log10. 
 
4.3.3.2- Treinta y siete días desde aplicación (37 DDA) 
4.3.3.2.1- Contenido de TBARS 
Las interacciones que resultaron significativas para TBARS 37 DDA, fueron: M. 
phaseolina – glifosato, glifosato – Phi Mn y M. phaseolina – Phi Mn (Fig. 4.23). 
En el primer caso, el contenido de TBARS fue significativamente más alto para los 
tratamientos que contenían al patógeno (M. phaseolina) (Fig. 4.23, (1)). En segundo 
lugar se ubicaron las muestras tratadas con glifosato y con M. phaseolina + glifosato. 
En el segundo caso (Fig. 4.23 (2)), se puede apreciar que los testigos (engloba a los 
tratamientos testigo sano y al testigo inoculado) poseen el mayor contenido de TBARS 
de forma significativa. El mínimo se registró para los tratamientos que contenían Phi 
Mn sin glifosato (Fig. 4.23, (2)).  
Para la interacción M. phaseolina – Phi Mn el máximo contenido de TBARS de forma 
significativa se registró para los tratamientos que contenían al hongo (Fig. 4.23, (3)). La 
menor cantidad, en cambio, se expresó en los tratamientos que contenían tanto al 
patógeno como al Phi Mn, reduciendo en un 56% el contenido de las sustancias 
reactivas en relación a los tratamientos que contenían M. phaseolina sólo (Fig. 4.23, 
(3)). 
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Testigo Glifosato M. phaseolina M.p + Glifosato
17
23
28
33
39
          
Testigos Phi Mn Glifosato Glifosato + Phi Mn
22
34
45
57
68
 
Testigo Phi Mn M. phaseolina M.p + Phi Mn
22
34
45
56
68
  
Figura 4.23 Contenido medio de TBARS en raíces de soja 37 días después de la aplicación de los tratamientos. Sólo se muestran las interacciones significativas entre factores. En el gráfico (1) se 
observa la interacción M. phaseolina-glifosato. En el gráfico (2) se muestra la interacción glifosato-Phi Mn. En el gráfico (3) se presenta la interacción de M. phaseolina-Phi Mn. Las barras 
indican los desvíos estándar de las medias. Letras distintas representan diferencias significativas al 5% (Test DGC). Los números entre paréntesis reperesentan las diferencias porcentuales del 
contenido de TBARS con respecto a los testigos y a M. phaseolina (**) (M.p: Macrophomina phaseolina) 
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4.3.3.2.2- Contenido de GSH  
En cuanto al contenido de GSH, los datos debieron ser analizados de acuerdo a la 
metodología no paramétrica descripta por Scheirer et al. (1976). El único factor que 
resultó significativo fue M. phaseolina. Como se puede ver en la Figura 4.24, el 
tratamiento con el patógeno presentó un contenido de GSH significativamente superior 
al testigo (+446%). 
 
 
 
Testigo M. phaseolina
3
18
32
47
62
 
Figura 4.24 Contenido medio de GSH en raíces de soja 37 días después de la aplicación de los tratamientos para el 
único factor que resultó significativo: M. phaseolina. Las barras indican los desvíos estándar de las medias. Letras 
distintas representan diferencias significativas (p<0,05; Test DGC). El número entre paréntesis representa la 
diferencia porcentual del contenido medio de GSH respecto del testigo.  (M.p: Macrophomina phaseolina). 
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4.3.3.2.3- Actividad de las enzimas antioxidantes 
Para la enzima GR, sólo resultó significativo el factor glifosato (Fig. 4.25). En 
ausencia del herbicida, la actividad enzimática fue significativamente mayor (Fig. 
4.25, (2)). La aplicación del glifosato redujo en un 43% la actividad de la enzima 
comparada con los testigos. Para analizar los datos de esta enzima se utilizó un análisis 
no paramétrico (Scheirer et al., 1976). 
En el caso de CAT, la triple interacción de los factores resultó significativa. La mínima 
actividad de la enzima se registró para M.p + glifosato, con una reducción del 36% 
comparado con el testigo inoculado (Fig. 4.25, (1); Tabla 4.9). M.p + glifosato + Phi Mn 
provocó la máxima inducción de esta enzima con un 871% más de actividad que la 
registrada para el testigo inoculado (Tabla 4.9). En lo referente a los tratamientos no 
inoculados, todos se diferenciaron significativamente del testigo, ubicándose por encima 
de éste (Fig. 4.25, (1)). La mayor diferencia la marcó el glifosato + Phi Mn con un 99% 
más de actividad de CAT (Tabla 4.9). Los datos de esta enzima se transformaron 
mediante raíz cuadrada.  
Al igual que para CAT, para GPOX se observó una actividad significativamente 
superior con el tratamiento M.p + glifosato + Phi Mn (Fig. 4.25, (3)). El mismo implicó 
un aumento de la actividad de un 58% comparado con el testigo inoculado (Tabla 4.9). 
Mientras que M.p + glifosato mostró la actividad GPOX más pobre de los tratamientos 
inoculados, con una reducción del 42% comparada al testigo inoculado (Fig. 4.25, (3); 
Tabla 4.9). Este tratamiento no resultó significativamente distinto del glifosato sólo, el 
que generó una caída en la actividad del 23% en relación al testigo absoluto (Fig. 4.25, 
(3); Tabla 4.9). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 4.9 Diferencias porcentuales de la actividad media de las enzimas CAT y GPOX para los distintos tratamientos 
con respecto al testigo sano y al testigo inoculado (**) para raíces de soja, 37 días después de la aplicación. (M.p: 
Macrophomina phaseolina, glifo: glifosato) 
 
 
 
Enzima 
Tratamiento 
CAT 
 
GPOX 
 
 Testigo           - - 
glifosato +33,75 -23,07 
Phi Mn +70,71 +15,38 
glifo + Phi Mn +99,5 +23,07 
M. phaseolina  -61,53 +46,15 
M.p + glifosato -36,13** -42,10** 
M.p + Phi Mn +69,03** -5,26** 
M.p + glifo + Phi Mn +870,97** +57,89** 
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Testigo
Phi Mn
Glifosato
Glifo + Phi Mn
M. phaseolina
M.p + Phi Mn
M.p + Glifo
M.p + Glifo + Phi Mn
0
4
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13
17
 
Sin Glifosato Con Glifosato
0,005
0,010
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Testigo
Phi Mn
Glifosato
Glifo + Phi Mn
M. phaseolina
M.p + Phi Mn
M.p + Glifo
M.p + Glifo + Phi Mn
0,07
0,14
0,20
0,26
0,33
 
Figura 4.25 Actividad media de las enzimas CAT (1), GR (2) y GPOX (3) en raíces de soja, 37 días después de la aplicación de los tratamientos. Las barras indican los desvíos estándar de las 
medias. Letras distintas representan diferencias significativas (p < 0,05; Test DGC). El número entre paréntesis representa el % de variación de la actividad de GR para los tratamientos con 
glifosato respecto de los que no contenían el herbicida. (M.p: Macrophomina phaseolina, glifo: glifosato). 
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4.3.3.2.4- Actividad de las enzimas de defensa 
Para la enzima PAL, la interacción M. phaseolina-glifosato fue significativa (5%). 
Aquí la mínima actividad se observó para los tratamientos que contenían tanto al 
patógeno como al herbicida (M.p + glifosato) (Fig. 4.26, (1)). Mientras que, la máxima 
actividad de PAL se detectó en aquellos tratamientos que contenían al herbicida 
glifosato sin el patógeno (los cuales incluyen a los tratamientos de glifosato sólo y a 
los de la mezcla glifosato + Phi Mn) (Fig. 4.26, (1)). Para analizar los datos de esta 
enzima, se llevó a cabo un análisis no paramétrico de acuerdo a Scheirer et al. (1976). 
En cuanto a la β 1,3 glucanasa, se trabajó con la variable transformada mediante LN. Se 
encontraron dos interacciones significativas (5%): M. phaseolina-Phi Mn y M. 
phaseolina-glifosato. Los resultados se presentan en la Fig. 4.26 (2) y (3). 
En ambos casos, la conjunción de los factores que componen la interacción (M.p + Phi 
Mn por un lado, y M.p + glifosato por otro) presentaron los niveles más bajos de β 1,3 
glucanasa (Fig. 4.26, (2) y (3)). Los tratamientos que contenían Phi Mn resultaron los de 
mayor inducción para la interacción M. phaseolina-Phi Mn (Fig. 4.26, (2)). Entretanto 
que, en el otro caso, los que contenían glifosato fueron los que presentaron la actividad 
superior (Fig. 4.26, (3)). 
Si bien la mayor inducción de la actividad de PPO se observó para el tratamiento Phi 
Mn (Tabla 4.10), los únicos tratamientos que se diferenciaron estadísticamente del resto 
fueron M.p + glifosato y M.p + Phi Mn (Fig. 4.27, (1)). Éstos presentaron la menor 
actividad de PPO y no se diferenciaron significativamente entre sí.  
La mezcla de glifosato + Phi Mn generó la máxima actividad para la enzima LOX (Fig. 
4.27, (2)). M.p + Phi Mn fue el mejor tratamiento de los inoculados, con un incremento 
del 75% en relación al testigo inoculado (Tabla 4.10). La mínima actividad de LOX se 
percibió en el tratamiento Phi Mn (-51% que el testigo) (Fig. 4.27, (2); Tabla 4.10). 
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Figura 4.26 Actividad media para las enzimas PAL (1) y β 1,3 glucanasa (2) y (3) en raíces de soja, 37 días después de la aplicación de los tratamientos. Sólo se muestran las interacciones que 
resultaron significativas. Para la PAL, la interacción de M. phaseolina -glifosato (1). Para la β 1,3 glucanasa, las interacciones, M. phaseolina -Phi Mn (2) y M. phaseolina -glifosato (3). Las 
barras indican los desvíos estándar de las medias. Letras distintas representan diferencias significativas (p < 0,05; Test DGC). Los números entre paréntesis representan la diferencia porcentual de 
la actividad de las enzimas para los distintos tratamientos respecto de los testigos y de M. phaseolina (**). (M.p: Macrophomina phaseolina) 
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Figura 4.27 Actividad media de las enzimas PPO (1) y LOX (2) en raíces de soja, 37 días después de la aplicación de los tratamientos. Las barras indican los desvíos estándar de la media. Letras 
distintas representan diferencias significativas (p < 0,05; Test DGC). (M.p: Macrophomina phaseolina, glifo: glifosato) 
 
 
 
 
 
 
Tabla 4.10 Diferencias porcentuales de la actividad de las enzimas PPO y LOX para los distintos tratamientos con respecto al testigo sano y al testigo inoculado (**) para raíces de soja, 37 días 
después de la aplicación. (M.p: Macrophomina phaseolina, glifo: glifosato). 
 
Enzima 
Tratamiento 
PPO 
 
LOX 
 
Testigo - - 
glifosato -0,83 +13,33 
Phi Mn +3,14          -51,33 
glifo + Phi Mn +2,98          +60 
M. phaseolina  -3,14           -20 
M.p + glifosato -10,76** +16,66** 
M.p + Phi Mn -15,05**     +75** 
  M.p + glifo + Phi Mn +4,95**     -8,33** 
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4.3.4. Relación entre la actividad de las enzimas antioxidantes y de defensa en raíz 
37 DDA, las UFC/g de raíz y los tratamientos 
Cuando se incluyeron todas las enzimas en el análisis de componentes principales 
(PCA), el índice KMO fue bajo. Si el índice KMO está próximo a 1, el PCA se puede 
hacer. Si el índice es bajo (próximo a 0), el PCA no será relevante (Beavers et al., 
2013).  
Se consideró descartar las enzimas GR, LOX y PAL por presentar valores de KMO 
igual o menores a 0.30 indicando que esas variables aportan poco en la explicación de la 
variabilidad total de los datos. El nuevo PCA con el resto de las variables permitió 
obtener un mejor índice KMO. 
Los resultados del análisis de componentes principales con las siete variables se 
presentan más abajo. En la Tabla 4.11, se observa que la primera componente explica el 
71% de la variabilidad total de las observaciones, mientras que la segunda componente 
explica un 27%. Entre ambas componentes se explica el 98% de la variabilidad total. 
Las variables CAT y GPOX están fuertemente correlacionadas en forma inversa con la 
primera componente, mientras que UFC/g de raíz y GSH están altamente 
correlacionadas en forma directa. TBARS y β 1,3 glucanasa también presentan 
correlación positiva pero algo más débil (Tabla 4.12). En el gráfico Biplot (Fig. 4.28) se 
puede observar que el tratamiento M.p + glifosato + Phi Mn se relaciona con mayores 
valores de la actividad de CAT y de GPOX y, por lo tanto, con menores valores de UFC 
de/g raíz. Con un comportamiento opuesto, el tratamiento M.p + Phi Mn se relaciona 
con mayores valores de UFC/g raíz. La segunda componente separa el contenido de 
TBARS, y las actividades de PPO y de β 1,3 glucanasa con mayores valores para el 
testigo inoculado (M. phaseolina) y al contenido de GSH, con mayores valores para el 
tratamiento M.p + glifosato.  
 
Lambda Valor Proporción Prop Acum 
1 4,97 0,71 0,71 
2 1,89 0,27 0,98 
3 0,14 0,02 1,00 
4 0,00 0,00 1,00 
5 0,00 0,00 1,00 
6 0,00 0,00 1,00 
7 0,00 0,00 1,00 
Tabla 4.11 Autovalores y proporción de la variabilidad total explicada por las distintas componentes (Análisis de 
Componentes Principales).      
 
Correlación cofenética= 1.000 
Tabla 4.12 Correlación de las distintas componentes con las variables originales (Análisis de Componentes 
principales). 
 
 
Variables CP 1 CP 2 
UFC/g raíz 0,98 0,07 
TBARS 0,65 0,75 
GSH 0,86 -0,50 
CAT -0,97 -0,01 
GPOX -0,98 0,15 
PPO -0,70 0,71 
β 1,3 glucanasa 0,67 0,74 
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Figura 4.28 Biplot de la relación entre las enzimas antioxidantes y de defensa y parámetros del estrés oxidativo con 
las UFC de M. phaseolina/g de raíz y los tratamientos probados en raíces de soja, 37 días después de la aplicación 
(Análisis de Componentes principales). 
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M.p + Phi Mn 
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4.4- DISCUSIÓN  
En este capítulo se comprobó que el hongo M. phaseolina genera un aumento 
significativo tanto en los parámetros relacionados con el estrés oxidativo, como en la 
actividad de las enzimas antioxidantes en plantas de soja (Fig. 4.29). Lo cual coincide 
con lo registrado por Ashry y Mohamed (2012) en hojas de lino infectado con mildeu 
pulverulento (Oidium lini Skoric). 
El patógeno también provocó la inducción de la mayoría de las enzimas de defensa 
analizadas (Fig. 4.30, 4.32 y 4.33). Además, presentó una relación clara con el 
contenido de TBARS y la actividad de β 1,3 glucanasa en el PCA. En concordancia con 
estos resultados, Attia et al. (2011) describieron un incremento de la actividad de las 
enzimas PAL, quitinasa, peroxidasa y β 1,3 glucanasa en hojas de soja inoculadas con 
M. phaseolina vs un testigo absoluto no inoculado.  
En esta tesis las diferencias entre el testigo y el tratamiento inoculado fueron más marcadas 
en las raíces que en las hojas. Esto puede deberse a que M. phaseolina es un hongo de suelo, 
que penetra a través de la epidermis de la raíz y a partir de allí prosigue colonizando los 
tejidos vasculares de la planta.  
Con respecto a la aplicación de glifosato, la misma redujo la actividad de las enzimas 
relacionadas con las defensas (Fig. 4.30, 4.31 y 4.33) y produjo un aumento de los 
parámetros relacionados con el estrés (Fig. 4.29). Incluso en los casos en los que el 
tratamiento indujo la actividad de ciertas enzimas (GPOX y LOX, Fig. 4.29 y 4.32 
respectivamente) esto se correspondió con aumentos de la peroxidación lipídica en las 
células, indicando que el estímulo se debió al estrés oxidativo. Consecuentemente, se 
acepta la hipótesis 7. Resultados similares fueron informados por Miteva et al. (2010). 
 
Además, se determinó una relación directa entre los tratamientos con glifosato y el 
contenido de GSH (PCA; Fig. 4.28), en concordancia con lo reportado por Sergiev et al. 
(2006), quienes informaron un incremento del contenido de GSH en plantas de maíz 
aplicadas con el herbicida.  
Quizás esa sea una de las razones por las cuales en el capítulo III se observó un 
incremento de la podredumbre carbonosa para el tratamiento con glifosato. La que se 
vio reflejada en una correlación entre las variables UFC/g de raíz y GSH en el PCA 
(Fig. 4.28). De todas formas, se propone continuar las investigaciones al respecto 
debido a que la bibliografía sobre el tema es muy escasa.  
En relación al Phi Mn (con o sin M. phaseolina), el mismo redujo los daños oxidativos 
provocados en las membranas celulares e indujo la actividad de CAT, GR, GPOX, PAL 
y β 1,3 glucanasa (Fig. 4.29, 4.30 y 4.33). Además, generó la máxima actividad de las 
enzimas PAL (7 DDA) y CAT (37 DDA) en los tejidos foliares, en presencia del 
patógeno. Por lo tanto, se acepta la hipótesis 8: el Phi Mn reduce el estrés oxidativo de 
las células de la planta y estimula la actividad de ciertas enzimas de defensa, en especial 
aquellas que provengan de rutas metabólicas reguladas por Mn.  
 Ávila et al. (2013), notaron incrementos de la actividad de CAT de hasta un 71% 
cuando aplicaron Phi en poroto (Phaseolus vulgaris). Otros autores han informado que 
las plantas tratadas con Phi proporcionan una mayor actividad de peroxidasas, 
polifenolxidasas y quitinasas (Pereira, 2009; Gadaga, 2009). Lo mismo ocurre con la β 
1,3 glucanasa. Abd-El-Kareem et al. (2001) registraron un incremento del 117% en la 
expresión de esta enzima comparada al control, en un cultivo de papa aplicado con Phi 
K.  
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Figura 4.29 Efecto de los distintos tratamientos sobre la expresión de los compuestos antioxidantes de la planta. Las 
flechas de colores indican incremento () o reducción () de la actividad. No se muestran las flechas en los casos en 
lo que los tratamientos no hayan generado diferencias concluyentes. Las ERO: O2- y H2O2, sólo fueron medidas para 
M. phaseolina, 15 días después de la inoculación. Adaptado de Sharma et al., 2012 y Racchi, 2013. 
 
 
 
En el PCA, el tratamiento M.p + Phi Mn (37 DDA) se vinculó con mayores valores de 
UFC/g raíz (Fig. 4.28). Lo que ya se había manifestado en el capítulo anterior. Las 
razones por las cuales esto ocurre no están claras. Por lo tanto, sería interesante realizar 
estudios más detallados sobre las implicancias que la aplicación de Phi Mn genera en 
los sistemas antioxidantes y de protección de la planta, con diferentes momentos de 
aplicación y distintas dosis. También sería importante evaluar la severidad de la 
podredumbre carbonosa en diferentes etapas del cultivo para poder establecer una 
relación directa entre la misma y los parámetros de resistencia de la planta. 
La combinación de glifosato con Phi Mn, por su parte, produjo un incremento en la 
actividad de las enzimas antioxidantes CAT y GPOX (Fig. 4.29). Esto se relacionó de 
forma inversa con la cantidad de UFC/g raíz de M. phaseolina (PCA; Fig. 4.28) y se 
corresponde con lo observado en el capítulo III. Según De Gara et al. (2003) la 
alteración en la actividad de dichas enzimas podría ser un paso clave en la activación de 
la defensa a fitopatógenos. Se ha postulado que la actividad de CAT está implicada en la 
activación de la SAR y la expresión de genes relacionados con la patogénesis (Chen et 
al., 1993). Asimismo, se ha descubierto una clase de CAT producida en los tejidos 
vasculares de las plantas que podría jugar un rol en la lignificación (Willekens et al., 
1994).  
Por otro lado, una actividad GPOX elevada parece estar involucrada en varios procesos 
que tienen que ver con las respuestas de defensa a patógenos como el fortalecimiento de 
la membrana celular por la formación de lignina y suberina, cross-linking de 
componentes de la pared celular, biosíntesis de moléculas de defensa como las PA, y 
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detoxificación de metabolitos de las ROS (Chittoor et al., 1999; Mika et al., 2004; 
Almagro et al., 2009).  
El tratamiento M.p + glifosato + Phi Mn también generó la mayor inducción de las 
enzimas de defensa PAL, PPO y β 1,3 glucanasa (4.30, 4.31 y 4.33), tanto en las hojas 
como en las raíces. Por todo lo expuesto se aceptó la hipótesis 9 (la aplicación de Phi 
Mn en conjunto con el glifosato disminuye los parámetros que tienen que ver con el 
estrés oxidativo e incrementa la actividad de las enzimas relacionadas con la defensa de 
la planta, en comparación con el tratamiento de glifosato sólo).  
No existen antecedentes sobre las implicancias que el glifosato y el Phi Mn en conjunto 
generan sobre los mecanismos de resistencia de las plantas a las enfermedades. En base 
a los hallazgos preliminares obtenidos en esta tesis se perfila como un tema interesante 
para efectuar diversas investigaciones en el futuro.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.30 Efecto de los distintos tratamientos sobre la expresión de la enzima PAL y, por lo tanto, los productos de 
la vía de los fenilpropanoides. Las flechas de colores indican incremento () o reducción () de la actividad de 
dicha enzima. Adaptado de Sriprasertsak et al. (2002) y Jacobo-Velázquez y Cisneros-Zevallos (2012).  
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Figura 4.31 Efecto de los tratamientos glifosato (flechas amarillas) y glifosato + Phi Mn (flechas rojas) sobre la 
expresión de la enzima PPO. Las flechas de colores indican incremento () o reducción () de la actividad de dicha 
enzima. Los demás tratamientos no mostraron evidencias concluyentes de aumento/disminución de la actividad de la 
enzima. Adaptado de Sato (1967) y Araji et al. (2014). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.32 Efecto de los tratamientos sobre la expresión de la enzima LOX. Las flechas de colores indican 
incremento () o reducción () de la actividad de dicha enzima. Adaptado de Robinson y Bostock (2015) y Yan et 
al. (2013). 
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Figura 4.33 Efecto de los tratamientos sobre la expresión de la enzima β 1,3 glucanasa. Las flechas de colores indican 
incremento () o reducción () de la actividad de la misma. Esquema adaptado de Nishizawa (2005) 
 
4.5- CONCLUSIONES  
En este capítulo se estudiaron distintos parámetros relacionados con la defensa de las 
plantas frente a patógenos, como criterios que tienen que ver con el estrés oxidativo 
(contenido de O2
-, H2O2, TBARS), actividad de compuestos antioxidantes no 
enzimáticos (GSH), actividad del complejo enzimático antioxidante (CAT, GR, GPOX) 
y la inducción de las enzimas relacionadas con la defensa (PAL, PPO, β 1,3 glucanasa, 
LOX).  
En base a esto se llegó a la conclusión de que, en líneas generales, la combinación de 
glifosato con Phi Mn, genera la inducción de la batería de enzimas relacionadas con los 
mecanismos antioxidantes y de generación de resistencia de la planta. Este estímulo 
enzimático se desplegó de forma sistémica, manifestándose tanto en el sitio de 
aplicación (tejidos foliares) como en las raíces. La notable inducción impartida por el 
tratamiento M.p + glifosato + Phi Mn sobre las enzimas CAT y GPOX 37 DDA, 
demostró tener una correspondencia significativa con la disminución de las UFC de M. 
phaseolina/g raíz. Probablemente esto este estrechamente ligado a la disminución de la 
severidad de la podredumbre carbonosa observada en el capítulo III. 
En este capítulo también se advirtió una tendencia perjudicial de la aplicación de 
glifosato, la cual demostró reducir la actividad de diferentes enzimas antioxidantes y de 
defensa analizadas. Esto podría generar cierta susceptibilidad de la planta a 
enfermedades, lo cual coincide con la tendencia descripta en el capítulo III. Sin 
embargo, se trata de un asunto poco investigado y que acarrea una fuerte controversia, 
por lo que se deberá continuar investigando.  
Finalmente, el Phi Mn demostró inducir la actividad enzimática antioxidante y de 
defensa y reducir el estrés oxidativo de la planta. Dicha inducción fue menor a la 
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impartida por la mezcla de glifosato + Phi Mn y, como se detalló en el capítulo anterior, 
no se condijo con una reducción de la enfermedad.  
Los resultados obtenidos en este capítulo se constituyen como una aproximación inédita 
al impacto que el herbicida glifosato y el bioestimulante Phi Mn generan sobre los 
mecanismos de resistencia de la soja a enfermedades. El efecto que los tratamientos 
glifosato + Phi Mn y Phi Mn presentaron sobre la estimulación de las defensas naturales 
de la planta implican un avance considerable en la búsqueda de estrategias de control 
originales para la podredumbre carbonosa. Sin embargo, quedan varios interrogantes 
que resolver y se requerirán numerosas investigaciones para dilucidar si dichos 
tratamientos pueden establecerse como herramientas complementarias para el manejo 
de esta enfermedad. 
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Consideraciones finales 
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Durante el desarrollo de esta tesis se estudiaron las implicancias que el glifosato, el Phi 
Mn y la mezcla de los mismos generan sobre distintos aspectos de la podredumbre 
carbonosa en soja RR. Se abarcó desde su acción directa sobre el agente causal M. 
phaseolina in vitro, pasando por los efectos en la severidad de la enfermedad e impacto 
en variables agronómicas de interés in vivo; hasta los efectos moleculares que dichos 
ingredientes activos generan sobre parámetros de estrés y actividad enzimática 
antioxidante y de defensa. Se plantearon diferentes objetivos e hipótesis que fueron 
discutidos a lo largo del texto y se arribó a distintas conclusiones. 
En este capítulo se efectúa una sintesis del trabajo realizado, analizando y vinculando 
objetivos, hipótesis y resultados. Asimismo, se discuten las contribuciones de esta tesis 
al conocimiento y las líneas de investigación que podrían desprenderse de ella a futuro. 
 
5.1.- Síntesis de los principales resultados 
Al analizar las consecuencias de los tratamientos in vitro sobre M. phaseolina (objetivo 
1), se observó que tanto el glifosato, el Phi Mn y la combinación de ambos presentan un 
impacto perjudicial sobre el desarrollo del patógeno, reduciendo visiblemente su 
crecimiento a altas concentraciones (capítulo II, Fig. 2.2, 2.3, 2.4 y 2.5).   
Sin embargo, el glifosato sólo, no afecta las estructuras de supervivencia del hongo 
(zona II vs. zona I del testigo; Fig. 2.6, 2.7 y 2.8). Por este motivo, la hipótesis 1 se 
aceptó parcialmente.  
El Phi Mn fue el tratamiento de mayor fungitoxicidad con una CI50 de 321 ppm. 
Asimismo, dicho tratamiento generó cambios negativos en la pigmentación de las 
estructuras de supervivencia del hongo, las cuales se percibieron más claras que las del 
testigo y el glifosato a 300 ppm (zona IV para el Phi Mn vs zona I y II para el testigo y 
el glifosato, respectivamente (Adams y Baker, 1981)) (Fig. 2.1 y Fig. 2.8). Es decir, el 
Phi Mn incorporado al medio de cultivo, impacta negativamente en el crecimiento y en 
la formación de microesclerocios de M. phaseolina (hipótesis 2). Sin embargo, la 
pérdida de pigmentación más notable en los microesclerocios se produjo con el 
tratamiento glifosato + Phi Mn. En este caso, a 100 ppm el tratamiento mezcla se ubicó 
en la zona V vs zona I del testigo (Adams y Baker, 1981) (Fig. 2.1, Fig. 2.6 y 2.7). A 
300 ppm la diferencia se acentuó aún más (zona VI vs zona I; Fig. 2.8). Por 
consiguiente, se aceptó la hipótesis 3.  
En cuanto a los efectos de los tratamientos sobre la severidad de la podredumbre 
carbonosa (objetivo 2), el glifosato presentó una fuerte tendencia a incrementar la 
severidad de la enfermedad (Fig. 3.4) con un 30% más de severidad que el testigo 
inoculado. Esto coincide con lo observado por algunos autores (Geisler et al., 2002; 
Zaccaron, 2013; Johal y Huber, 2009; Hornby et al., 1998; Brammall y Higgins, 1988; 
Babiker et al., 2011; Descalzo et al., 1996); pero se contrapone con lo reportado por 
otros (Mengistu et al., 2013; Canaday et al., 1986; Anderson y Kolmer, 2005; Kandel et 
al., 2015). Sin embargo, dicha diferencia no resultó estadísticamente significativa; por 
lo cual, la hipótesis 4 fue rechazada.  
El Phi Mn no sólo no disminuyó la severidad de la enfermedad sino que la realzó 
ligeramente (Fig. 3.4 y Tabla 3.1). Consecuentemente, la hipótesis 5 fue rechazada. Sin 
embargo, este resultado no se corresponde con lo esperado de acuerdo a la bibliografía 
consultada (Guest y Grant, 1991; Lobato et al., 2008, 2010; Simonetti et al., 2015), a 
otros experimentos realizados previamente in vitro (detallados más arriba, capítulo II) y 
129 
 
a la inducción enzimática antioxidante y de defensa de la planta observada en el capítulo 
IV. Por otro lado, si bien la aplicación de este tratamiento no tuvo efecto sobre la 
enfermedad, sí generó un aumento de la biomasa radical de las plantas de soja (Fig. 
3.7).  
En cuanto al tratamiento mezcla, éste redujo la severidad de la enfermedad de forma 
significativa (Fig. 3.4), 30% respecto del testigo inoculado y 47% respecto del 
tratamiento con glifosato (M.p + glifosato) (Tabla 3.1). Por lo tanto, se aceptó la 
hipótesis 6. 
En referencia al impacto de los tratamientos evaluados sobre el sistema de resistencia de 
la planta (objetivo 3), en la mayoría de los casos, la actividad de las enzimas anti estrés 
y de defensa de la planta se vio estimulada por la presencia del patógeno M. phaseolina, 
siendo los tratamientos que contenían el hongo los de mayor inducción. Esto se observó 
claramente en un experimento preliminar efectuado para comprobar si la inoculación 
del patógeno había sido exitosa (Fig. 4.6 (1), (2), (3), (4), (6) y (7); Tablas 4.3 y 4.4).  
Además, se determinó que la aplicación de glifosato, tanto en presencia como en 
ausencia del patógeno, en general, produce una reducción de la actividad enzimática 
antioxidante y de defensa en toda la planta (Fig. 4.9 (1) y (2); Fig. 4.10 (1), (2), (3) y 
(4); Fig. 4.13 (2); Fig. 4.14 (1), (2) y (3); Fig. 4.18 (1); Fig. 4.21 (1), (2) y (3)) y un 
aumento del daño a la membrana (Fig. 4.7 (1); Fig. 4.15; Fig. 4.19 (1)). Resultados 
similares fueron obtenidos por Ahsan et al. (2008) en arroz y Moldes et al. (2008) en 
soja. Consiguientemente, se aceptó la hipótesis 7. 
El Phi Mn, con y sin patógeno, aumentó el contenido de GSH (Fig. 4.8; Tabla 4.6) y la 
actividad de enzimas antioxidantes y de defensa (Fig. 4.9 (1); Fig. 4.13 (1), (2) y (3); 
Fig. 4.10 (1) y (3); Fig. 4.14 (1); Fig. 4.17 (3); Fig. 4.18 (1); Fig. 4.21 (1) y (3); Fig. 
4.22 (2)). Además, redujo el daño oxidativo en la planta (Fig. 4.11 (2), Fig. 4.15, Fig. 
4.19 y Fig. 4.23 (2) y (3)) en coincidencia con lo observado por Saindrenan y Guest 
(1995) y Alexandre et al. (2014). Por lo tanto, se puede decir que la hipótesis 8 fue 
aceptada.  
La combinación de glifosato con Phi Mn, especialmente cuando la planta se encontraba 
inoculada, estimuló la expresión de las enzimas de resistencia y antioxidantes (Fig. 4.9 
(1) y (3); Fig. 4.10 (3); Fig. 4.13 (3); Fig. 4.14 (1); Fig. 4.17 (3) y (4); Fig. 4.18 (1), (2) 
y (3); Fig. 4.21 (1) y (3)). Así como también la disminución del perjuicio generado por 
las ROS (Fig. 4.11 (2); Fig. 4.15 (con patógeno); Fig. 4.19 (con patógeno); Fig. 4.23 
(2)). Incluso se determinó que este tratamiento estimula la actividad de las enzimas 
CAT y GPOX, las cuales, de acuerdo al PCA, presentan una relación inversamente 
proporcional con la severidad de la enfermedad (UFC/g raíz) (Fig. 4.28; Tabla 4.12). 
Por ende, se aceptó la hipótesis 9.  
En resumen, se ha detectado una tendencia clara del glifosato a incrementar la severidad 
de la podredumbre carbonosa en soja RR (capítulo III). Este efecto puede relacionarse 
con la merma de la actividad antioxidante, de defensa y el mayor estrés oxidativo 
observado para este tratamiento a nivel molecular (capítulo IV). También, en 
aplicaciones in vitro el glifosato redujo el crecimiento de M. phaseolina sin afectar a sus 
microesclerocios (capítulo II).  
El Phi Mn disminuyó significativamente el desarrollo micelial del patógeno M. 
phaseolina en condiciones in vitro, afectando también en forma negativa a sus 
estructuras de supervivencia a dosis altas (capítulo II). También, al ser aplicado sobre la 
soja, provocó la inducción de enzimas relacionadas con la resistencia y reducción del 
estrés, tanto en presencia como en ausencia del hongo (capítulo IV). Sin embargo, esto 
no estuvo asociado con el control de la enfermedad en la planta (capítulo III).  
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Finalmente, a lo largo de toda la tesis, los resultados más contundentes se observaron 
para el tratamiento glifosato + Phi Mn. Se evidenció que la aplicación de este 
tratamiento in vitro perjudica el desarrollo micelial de M. phaseolina, a la vez que 
provoca cambios nocivos en sus estructuras de supervivencia (capítulo II). En la soja 
RR inoculada, la combinación del herbicida con el fitoestimulante induce la resistencia 
y disminuye el daño oxidativo mediante la expresión de enzimas antioxidantes, enzimas 
de defensa y PRP (capítulo IV).  Estos procesos se traducen en un descenso de la 
severidad de la podredumbre carbonosa (capítulo III).  
 
5.2.- Avances logrados en el conocimiento  
Existen en la literatura varios trabajos que estudian la biología y distintas estrategias de 
manejo del patógeno polífago M. phaseolina (Gupta et al., 2012; Ploper et al., 2001). 
Sin embargo, dichas investigaciones se centran en la sensibilidad del hongo a diferentes 
fungicidas para tratamientos de semilla o de suelo, control biológico (Reznikov et al., 
2011; Pal et al., 2001; Gopalakrishnan et al., 2011), prácticas culturales (Ndiaye, 2007; 
Todd et al., 1987; Wrather et al., 1998) y la búsqueda de cultivares resistentes (Wrather 
et al., 2008; Talukdar et al., 2009; Mengistu et al., 2007). Contrariamente, son escasos 
los estudios que analizan la alternativa de los fitoestimulantes (Abd El-Hai et al., 2009; 
El-Metwally y Sakr, 2010) y, más específicamente, de los Phi para el control de este 
patógeno de suelo (Ravotti, 2012).  
Si bien se comprobó la efectividad de los Phi K en la reducción de diversas 
enfermedades (Lobato et al., 2010; Olivieri et al., 2012), poco se conoce acerca de la 
acción de los Phi Mn sobre la resistencia de la planta y su mecanismo de acción dentro 
de la misma. Estos productos han sido utilizados mayormente en cultivos intensivos, y 
es limitada la información ateniente a su impacto sobre las enzimas de protección y 
antioxidantes enzimáticos y no enzimáticos en cultivos extensivos como la soja. En este 
trabajo se probó que los Phi Mn inducen la actividad de las enzimas antioxidantes y de 
defensa, y reducen el estrés oxidativo. Sin embargo, la inducción de la resistencia en la 
planta no fue suficiente para disminuir la severidad de la enfermedad.  
Con respecto al glifosato, aunque existen numerosas investigaciones sobre la función 
del mismo en la susceptibilidad a las enfermedades en las plantas, al día de hoy no se 
han obtenido resultados claros que permitan finalizar la controversia que existe 
alrededor de este tema. Algunos autores resaltan el impacto negativo del glifosato, 
alegando que favorece la proliferación de microorganismos perjudiciales en la rizósfera 
y el aumento de la susceptibilidad de las plantas a los mismos (Geisler et al., 2002; 
Zaccaron, 2013; Johal y Huber, 2009; Babiker et al., 2011; Larson et al., 2006). Otros, 
en cambio, resaltan las propiedades fungitóxicas del herbicida frente a ciertos patógenos 
biotróficos (Feng et al., 2005; Anderson y Kolmer, 2005). Finalmente, en otras 
investigaciones no se detectaron diferencias en la susceptibilidad a enfermedades de las 
plantas tratadas con glifosato vs las no tratadas (Kandel et al., 2015; Barnett et al., 2011, 
2012; Kirk et al., 2013; Mengistu et al., 2013; Reis et al., 2012, Marchiosi et al., 2009). 
En esta tesis, se observó una tendencia clara del herbicida a incrementar los niveles de 
la enfermedad. Los resultados obtenidos en relación a la expresión enzimática de la soja 
aplicada con glifosato constituyen un aporte relevante, ya que son escasos los estudios 
que analizan los efectos de este herbicida directamente sobre la actividad enzimática de 
defensa a patógenos, en cultivos RR. 
La información sobre el efecto que el glifosato causa en combinación con los Phi Mn en 
relación a las enfermedades es prácticamente nula, encontrándose sólo artículos que se 
focalizan en el rendimiento de la soja (Ferraris y Couretot, 2012) y evaluaciones de 
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fitotoxicidad frente a esta mezcla en maíz RR (Gomes et al., 2013). El presente trabajo 
es el primero en reportar que dicha combinación no sólo aumenta la expresión de las 
enzimas antioxidantes y de defensa en general, además disminuye significativamente la 
severidad de la podredumbre carbonosa en soja RR sin causar fitotoxicidad y presenta 
un efecto perjudicial directo sobre el patógeno y sus microesclerocios.  
 
5.3.- Aplicaciones futuras 
La disminución en el contenido de melanina podría ser de importancia para reducir la 
acumulación de patógenos en el suelo si éstos poseen estructuras de supervivencia con 
paredes pigmentadas (Butler et al., 2005). Por lo tanto y de acuerdo a los resultados 
obtenidos en el capítulo II, se podría inferir que utilizando los tratamientos de glifosato 
+ Phi Mn y, en menor medida, el de Phi Mn sólo, se lograría una reducción en el 
inóculo inicial de M. phaseolina en el lote.  
Asimismo, la reducción de la severidad de la podredumbre carbonosa generada por la 
combinación de glifosato + Phi Mn, descripta en el capítulo III, constituye un avance 
preliminar inédito para el manejo de esta enfermedad. Como ya fuera mencionado a lo 
largo de esta tesis, en la actualidad, el manejo de la misma se efectúa mediante prácticas 
culturales y la aplicación de fungicidas a la semilla, lo cual resulta poco eficiente 
(Jeyarajan et al., 1991). Los hallazgos aquí presentados establecen la base para nuevas 
investigaciones que ratifiquen esta combinación de activos como una alternativa 
química eficiente para el control de este hongo de suelo mediante aplicaciones foliares. 
Lo cual constituiría una herramienta de manejo más simple y conveniente para los 
productores.  
Finalmente, los resultados obtenidos en el capítulo IV contribuyeron al entendimiento 
de los cambios en la resistencia de la planta producidos por los distintos tratamientos. 
También explicaron, en parte, los efectos de los formulados observados sobre la 
intensidad de la enfermedad. Estos descubrimientos son de utilidad como plataforma 
inicial de futuras investigaciones que intenten generar y/u optimizar opciones para el 
control de M. phaseolina.  Sin embargo, es importante destacar que estos resultados se 
obtuvieron a partir de experimentos realizados en condiciones controladas de 
invernáculo. Se trata de experimentos preliminares que dan una idea general sobre el 
comportamiento de estos tratamientos sobre plantas de soja RR infectadas 
artificialmente con M. phaseolina. Esta investigación debería servir de base y ser el 
primero de numerosos nuevos estudios que profundicen en los distintos temas 
planteados. 
 
5.4.- Implicancias futuras 
Será necesario repetir los experimentos efectuados en invernáculo, con un mayor 
número de réplicas para corroborar si el incremento de la severidad de la enfermedad 
observado para el tratamiento de glifosato puede resultar estadísticamente significativo. 
Asimismo, sería interesante probar si la mezcla con Phi Mn afecta la capacidad 
herbicida del glifosato.  
Adicionalmente, resultaría conveniente evaluar un mayor número de aplicaciones de Phi 
Mn, así como también diferentes momentos de aplicación y/o distintas dosis midiendo, 
a su vez, la severidad a distintos tiempos. Esto permitirá esclarecer las causas por las 
cuales en este trabajo los fitoestimulantes in vivo no resultaron tan efectivos como se 
esperaba en base a la bibliografía (Hardy et al., 2001; Thao y Yamakawa, 2009) y a la 
inducción enzimática observada en el capítulo IV.  
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Asimismo, medir las variaciones en la batería enzimática causadas por los distintos 
tratamientos en una mayor cantidad de momentos ayudaría a establecer los períodos 
claves de aplicación para asegurar la inducción de la resistencia en la planta. Por otro 
lado, sería importante determinar las concentraciones de Mn en los distintos tejidos de 
la planta, con el fin de comprender cuáles son las implicancias de las mismas sobre la 
resistencia a enfermedades. 
Igualmente, sería interesante probar estos tratamientos sobre diferentes patógenos tanto 
in vitro como en la planta, para ver si reaccionan de forma similar a M. phaseolina.  
Del mismo modo, investigar si la pérdida de pigmentación constituye una merma en la 
viabilidad de los microesclerocios y cuál es la relación entre la coloración y su 
capacidad de sobrevivir, arrojaría luz sobre los resultados del capítulo II. 
Por otro lado, resultará imprescindible trasladar al campo los experimentos, a los efectos 
de validar las conclusiones presentadas en esta tesis con distintos tipos de suelo, 
diferente clima, disponibilidad hídrica y demás factores bióticos y abióticos de estrés 
que podrían influir sobre los resultados aquí obtenidos.  
Los hallazgos aquí expuestos podrían constituir un aporte inédito y significativo para el 
control de M. phaseolina en soja RR; contribuyendo a generar nuevas alternativas 
prácticas y eficaces para el manejo de la podredumbre carbonosa, que faciliten las tareas 
de los productores y aporten a los rendimientos para conseguir un sistema de 
producción agrícola sustentable.  
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7. - APÉNDICE 
 
7.1- COMPOSICIÓN DEL GLIFOSATO** UTILIZADO:  
glifosato, N-fosfonometil glicina*................. 64,7 g; 
 Inertes y coadyuvantes………………………. 100ml;  
*equivalente ácido 48% 
**marca comercial: Total Super (Cheminova) 
 
7.2- COMPOSICIÓN DEL PHI MN** UTILIZADO: 
 
Mn tenor soluble en agua………………. 9,0% (148,0 g/l) 
P2O5 soluble en agua….……………….. 40,0% (660,0 g/l) 
S soluble en agua………………………. 5,5% (90,75 g/l) 
 
**marca comercial: Ultra Mn (Spraytec) 
 
7.3- COMPOSICIÓN DEL SUSTRATO** UTILIZADO: 
 
Turba de musgo Sphagnum de fibras medias, perlita, compost de corteza, cal calcita, cal 
dolomita, agentes humectantes, fertilizantes.  
 
7.3.1-  Propiedades físico-químicas:  
 
M.O……………………………..85-90% 
C.E………………………………0,3 – 0,45 mmhos/cm (2:1)* 
pH……………………………….5,2 – 5,8 corregido (2:1)* 
 
*Sin tener en cuenta poros de aire 
**marca comercial: Growmix Multipro (Terrafertil) 
7.4- SOLUCIÓN MADRE DE GLIFOSATO 
Dada la fórmula: Ci x Vi = Cf x Vf 
Donde: Ci: Concentración inicial; Vi: Volumen inicial; Cf: Concentración final; Vf: Volumen final 
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-Suponiendo que el Vf es de 10ml (en el cual se desean obtener tener por ej., 20ppm) 
-Suponiendo que se pipetea 1ml 
 
 
10ml* 20ppm= 1ml*200 ppm 
1ppm=1µg /1000ml 
 
 
100µl sol ………. 48 µg glifosato 
x………………....200µg 
                                                             x =416,6/100 ml sol. 
 
20ppm................0.1ml 
60ppm……….... 0.3ml 
100ppm….......... 0.5ml 
140ppm ………. 0.7ml 
 
En 22 ml de agar: 
20 ppm……………0,22 ml  
60 ppm……………0,66 ml  
100 ppm ……........1,1 ml  
140 ppm …………1,54 ml  
280 ppm ...............3,08 ml 
560 ppm ...............6,16 ml 
1120 ppm..............12,32 ml 
 
7.5- INÓCULO DE M. phaseolina SOBRE ARROZ 
Primeramente, se colocaron 500 gr de arroz grano largo fino 0000 en una bolsa para horno y 
se le adicionaron 20 ml de agua destilada. Se cerró la bolsa y se envolvió con papel de 
diario (dos envolturas).  
Se llevó a autoclave a 120 ºC por 30 min. Cumplido este paso, se agregaron 20 ml más de 
agua destilada al arroz; se cerró nuevamente la bolsa, se envolvió y se autoclavó por 
segunda vez a 120 ºC por otros 30 min.  
Más tarde, en cámara de flujo laminar, con un tip estéril se cortaron 25 discos de 6 mm de 
micelio de Macrophomina phaseolina. Con aguja histológica se llevaron los discos a la 
bolsa. Finalmente, se agregaron 20 ml de agua destilada estéril y se agitó bien. Se cerró y 
envolvió 2 veces en un nuevo papel de diario. 
Se incubó en oscuridad a 28 ºC. Se controló y agitó enérgicamente la bolsa cada 2 días hasta 
que el hongo colonizó todo el sustrato (Pastor Corrales y Abawi, 1988).  
 
 
